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Resumé
I projektrapporten analyseres reguleringen af nanomaterialer i EU, med nanokobber som case. 
Rapporten indeholder både litteraturstudier og en eksperimentel sektion. Litteraturstudier er 
foretaget henholdsvis på reguleringen af nanomaterialer i EU og på nanokobbers toksikologi. Den 
eksperimentelle sektion omhandler fremstilling af nanokobber ved kemisk syntese og eksponering 
af celler af karpe in vitro med henblik på at undersøge nanokobbers genotoksiske effekt. 
Litteraturstudiet af reguleringen konkluderer at reguleringen af nanomaterialer foregår efter samme 
model som almen kemikalieregulering på trods af at der er kendte forskelle mellem nanomaterialer 
og andre kemikalier med hensyn til deres interaktioner med andre fysisk-kemiske og biologiske 
materialer. Nanomaterialer betragtes ikke som en helhed i reguleringsøjemed og derfor er der lagt 
op til en case-by-case tilgang for hvert stof. Både historien bag nanomaterialernes opståen og EU's 
vision om at nanoteknologi vil være en af fremtidens vigtige teknologier har betydning for dette. 
Det demonstreres at nanokobber har signifikant genotoksisk effekt ved koncentrationer på nogle 
hundrede µg/L og at nanokobbers toksiske effekt er anderledes end andre kobberformers toksiske 
effekt. Til undersøgelse af toksicitet anvendes COMET assay. På den baggrund konkluderes det at 
nanokobber bør risikovurderes særskilt fra andre former af kobber. Syntesen af nanokobber foregik 
ved en kemisk syntese på basis af ascorbinsyre og partiklerne blev holdt i suspension i vand. 
Nanokobberpartiklerne i suspension blev analyseret ved Uv/Vis fotospektrometri og 
atomabsorptionsspektrometri. Partiklerne var oxiderede i overfladen efter meget kort eksponering af 
atmosfærisk luft. På baggrund af indikationer i litteraturen og COMET assayets resultater kan det 
tænkes at forskellige nanokobber partikler kan have forskellig toksisk effekt eller forskellige 
toksiske mekanismer. Derfor vil det måske være nødvendigt at foretage flere særskilte 
risikovurderinger af forskellige typer nanokobber partikler.
Abstract
The project report analyzes the regulation of nanomterials in the EU, using nano copper as a case. 
The report contains both a literature review and an experimental section. Literature reviews have 
been made of the regulation of nanomaterials in the EU and on the toxicology of nano copper. The 
experimental section describes the chemical synthesis of copper nanoparticles and subsequent 
COMET assay on skin cells of carp. The conclusion of the literature review on regulation of 
nanomaterials in the EU is that regulation and risk assessment of nanoparticles follows the same 
model as risk assessment and regulation of other chemicals even though some nanomaterials are 
known to have diverging modes of interaction with other substances (including biological). 
Nanomaterials are not considered as a whole and modifications from bulk substances will be made 
on a case-by-case basis. Both for historical reasons and because of the important role 
nanotechnologies are expected to play in the future in the EU are of import in the choice of that 
model. In the report it is shown that nanocopper brings about a significant genotoxic effect from 
koncentrations in the lower hundreds of micrograms per liter. The toxic mechanisms of nanocopper 
are not the same as for other forms of copper. It is concluded that a seperate risk assessment must be 
made for nanocopper. The synthesis of nanocopper was in a liquid system using ascorbic acid as 
reductant. The particles were kept in suspension in deionized water and analyzed by Uv/Vis 
spectroscopy and AAS. The particles were oxidized on their surface upon short exposure to air. 
Based on results from the litterature and this study differences in toxic mechanisms can be expected 
between different types of nanoparticles. Thus multiple risk assessments may be necessary for 
different types of copper nanoparticles.
Tore Steenberg Reyhe
Problemfelt
Nanoteknologi
Nanoteknologi er teknologi, der udspiller sig i en meget lille skala. Nano er græsk og betyder 
dværg. Hvad præcist nanoteknologi er og ikke er, er til stadig diskussion (SCENIHR 2009). 
Nanoteknologien er opstået ad flere forskellige veje (se for eksempel Binns 2010). Der diskuteres 
blandt andet om der er tale om nanoteknologi i ental, eller om det burde være nanoteknologier i 
flertal. I denne rapport vil nanoteknologi blive brugt i ental og vil kort blive defineret herunder.
Nanoteknologi er fællesbetegnelsen for alle teknologier, materialer og processer, hvor materiale 
struktureres i en skala af nanometer  (Islam & Miyazaki 2010). I de mest visionære tolkninger (for 
eksempel af Richard Feynman) handler det om at kunne manipulere enkelte atomer (Binns 2010). 
Det er en præcision, der opnås af biologiske systemer som cellemembraner eller enzymer (Hunt 
2008).  Potentialet for næsten alle områder af teknologi, hvor materialer spiller en rolle er enormt. 
At kunne styre materialers egenskaber i et detaljeret niveau er af stor betydning.
Nanoteknologi er fremtiden..?
Da materialer anvendes i faktisk alle grene af industri og da det afgørende ofte er materialernes 
egenskaber, har nanoteknologien fået stor opmærksomhed i alle større økonomier i verden (Zucker 
& Darby 2007b,) siden sidst i 1990erne (Roco 2007a). og har allerede ført til en række innovationer 
i vidt forskellige områder (Pilarski et al 2008, Delgado 2010, Borm 2008). Listen af mulige 
anvendelsesområder er næsten  uendelig, da nanoteknologien netop handler om, at arbejde med 
materiale på en mere præcis måde og designe materialer, der anvendes i en hvilken som helst 
process eller til et hvilket som helst formål, med en høj præcision. Derfor er nanoteknologien af 
mange blevet udråbt til 'den næste industrielle revolution' (Bhushan 2010, McDonough & Braungart 
1998, National Science and Technology Council 2000). 
I EU forventes nanoteknologi at spille en vigtig rolle i fremtidens vækst og udvikling. 
Nanoteknologi forventes at være med til at rykke EU ind i en ny æra af vidensintensiv økonomi.
Kommerciallisering af innovationerne har haft høj prioritet de fleste steder i verden (Zucker & 
Darby i Roco & Bainbridge 2007b) og industrien omkring nanoteknologi og nanomaterialer er i 
kraftig vækst og allerede flere milliarder US dollars værd årligt (Senjen & Hansen 2011, Osmann et 
al 2006, Aschberger et al 2011). Forventningerne til den fremtidige vækst i markedet for 
nanoteknologi er store. I 2011 var det for første gang industriens investeringer i nanoteknologi, der 
oversteg statslige (og overstatslige) investeringer i forskning.
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Nanomaterialer er nu..!
Indtil videre har den store omvæltende revolution dog ladet vente på sig. Nanoteknologi er i dag 
primært fremstillingen af nanomaterialer, der bruges som en ny klasse af kemikalier (Drexler 2008). 
Det drejer sig om materialer, der har en struktur, som er anderledes end tidligere benyttede 
materialer og/eller har en størrelse, der er forskellig (se evt SCENIHR 2009). 
Nanomaterialer defineres typisk som værende materialer i størrelsesordenen 1-100nm i mindst én 
dimension (se for eksempel EU Kommissionen 2010). Det kan være overflader, der er 
nanostrukturerede (1 dimension under 100nm), nanofibre (2 dimensioner under 100nm) eller 
nanopartikler (3 dimensioner under 100nm). 1 nanometer er en milliontedel af en millimeter, så det 
er en meget lille skala. Der findes mange forskellige typer af nanomaterialer og mange måder at 
kategorisere dem på. Denne rapport vil beskæftige sig med kunstigt fremstillede nanomaterialer, 
især et nanometal: nanokobber. Nanokobber er kobber i nanostørrelse. Det er altså det velkendte 
gamle kobber, blot i stykker af en størrelse, som er utroligt lille. Størrelsen er dog slet ikke uden 
betydning. Det er netop det, der gør nanomaterialerne så interessante.
Nanomaterialer har nye egenskaber
Nanomaterialernes store force er, at de kan have nye egenskaber i forhold til større stykker (bulk) 
og stoffet i ion form. Den ændrede struktur i nanoskalaen, kan give materialer nye egenskaber 
(Reyhe 2012, Bhat & Tripathi 2011, Klaine et al 2011). Balancen mellem de kræfter,der påvirker 
molekylerne i nanomaterialets omgivelse, bliver forskudt i forhold til både materialer i bulk og 
opløste materialer (se Klabunde & Richardson 2009, Binns 2010). Selv egenskaber der opfattes som 
tilhørende et atom (også kaldet iboende egenskaber), såsom kogepunkt, smeltepunkt, elektrisk 
konduktans og magnetisme er observeret at ændre sig i nanostørrelse (Klabunde & Richardson 
2009). Nanomaterialerne kan derfor reagere med andre stoffer, herunder biologiske komponenter, 
på nye og uventede måder og vores viden om, hvilke faktorer der styrer interaktionerne, er stadig 
begrænset (Bhat & Tripathi 2011, Klaine et al 2011). Det er derfor ikke altid muligt at forudsige, 
hvordan nanomaterialer vil opføre sig, før de rent faktsik er blevet skabt og testet (Senjen & Hansen 
2011). Der er end ikke enighed om hvilke faktorer, der bør bruges til at beskrive nanomaterialerne 
og som kan anvendes til at kategorisere deres egenskaber (se Aschberger et al 2011,  Bhat & 
Tripathi 2011,  Senjen & Hansen 2011 og  Klaine et al 2011), selvom nogle deskriptorer allerede har 
vist sig at være vigtige. Det drejer sig blandt andet om forholdet mellem masse og overflade, zeta 
potentiale, nanopartiklens form og kemiske sammensætning (Bhat & Tripathi 2011). Nanopartikler 
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har tendens til at indgå i agglomerater og aggregater, hvis egenskaber kan adskille sig betydeligt fra 
den oprindelige partikels (Klabunde & Richardson 2009). Derudover er nanomaterialerne tit 
opbygget af to eller flere lag, og vil ændre deres egenskaber alt efter om lagdelingen bibeholdes 
eller opbrydes med tid. Typisk vil nanopartikler blive overtrukket (coated) med et stof, der skal 
sikre eksempelvis vandopløselighed eller beskytte imod oxidation (Ramsden 2011). Nanopartikle 
som for eksempel kobbernanopartikler, er eksempelvis ikke vandopløselige (Xiong et al 2011) og 
dens egenskaber vil ændre sig, når coatingen bliver beskadiget eller nedbrudt (Klabunde & 
Richardson 2009). 
Nanomaterialer anvendes i stigende grad, (herunder nanokobber)
Anvendelse af nanomaterialer stiger voldsomt og denne trend forventes at fortsætte de næste mange 
år. Der er blandt andet nanomaterialer i anvendelse i kræftbehandling, medicinsk diagnose (Pilarski 
et al i Hunt & Mehta 2008), antibakterielt tøj, antibakterielle køleskabe (Delgado 2010), forbinding, 
medicinske katetre, tandpasta, vaskemaskiner (Borm 2008), kosmetik (Mihranyan et al 2012), 
maling (Whitman 2007), i en række elektroniske anvendelser (Osaka et al (eds) 2010) og mange 
flere (BEUC 2010). Nogle af de mest brugte nanomaterialer er fullerener, synthetisk amorph silica 
(1.5 million t), aluminium oxid (200 000 t), barium titanate (15 000 t), titanium dioxid (10 000 t), 
cerium oxid (10 000 t), og zink oxid (8 000 t), carbon nanorør og nanosølv (EU Kommissionen 
2012b) . Det er dog ikke muligt, at kunne give noget reelt svar på hvor mange nanomaterialer, der 
bliver brugt og hvor meget af hvert materiale, der bliver fremstillet og solgt (EU Kommissionen 
2012b), blandt andet fordi der ikke er nogen pligt til at registrere dem. Se eventuelt Aschberger et al 
(2011) for andre estimater i lignende størrelsesorden.
Den værdi der ligger i nanomaterialerne er ligeledes svær at give et præcist bud på, dersom mange 
anvendelser er i forbindelse med andre materialer. Størrelsesordenen af værdien af nanomaterialerne 
i sig selv er 20 milliarder Euro årligt (EU Kommissionen 2012b). 
Risikovurdering af nanomaterialer 
De ændrede egenskaber er også relevante, når det gælder nanomaterialernes interaktion med 
biologisk materiale som dyr, planter, osv. og deres celler, cellemembraner, proteiner mv. Mangelen 
på viden om, hvad præcist der gør at egenskaberne opstår, betyder også at der ikke er en høj 
forståelse for påvirkning af menneskelig sundhed (Schafer 2011), påvirkning af andre biologiske 
organismer (Cong 2011) og de økosystemer, der vil blive berørt (Ngo et al i Grassian (ed) 2008). De 
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nye egenskaber er altså et tveægget sværd. Det har allerede vist sig, at der er toksiske effekter for en 
række nanomaterialer, der adskiller sig fra de effekter, der er observeret for de samme stoffer på en 
form, der ikke er nanostørrelse eller struktur (Klaine et al 2008). Af den grund kan der være behov 
for særskilte risikovurderinger af nanomaterialerne, selvom selve det kemiske stof materialerne 
består af har været vurderet tidligere.
Risikovurdering for nanomaterialerne er endnu mere kompliceret, end den er for almindelige 
kemikalier og de gængse metoder vil ikke med sikkerhed kunne karakterisere risici fyldestgørende 
(se Senjen & Hansen 2011, Reyhe 2012). Undersøgelser der er specifikt møntet på nanomaterialer 
burde anvendes, men er ikke udviklede nok til, at der findes standardprocedurer, der kan bruges og 
garanterer at risici beskrives tilstrækkeligt (se Aschberger et al 2011,  Bhat & Tripathi 2011,  Senjen 
& Hansen 2011, Klaine et al 2011 og Reyhe 2012). Der arbejdes i øjeblikket på at lave en ramme 
for, hvordan risikovurderinger kan gennemføres for nanomaterialer, hvor der inddeles i nogle 
forskellige typer (f.eks. nanometaller, carbon nanorør, nanofibre etc) og materialerne beskrives ud 
fra bestemte faktorer (zeta potentiale, overflade til masse forhold, form, krystallin struktur, etc.) 
(Klaine et al  2011, Bhat & Tripathi 2011, Aschberger et al 2011). 
Reyhe (2012) har vist, at risikovurderingen af nanomaterialer ikke er pålidelig nok til at kunne 
forhindre, at skadelige stoffer ender på markedet i betydeligt omfang, da de deskriptorer og 
endpoints, der er i risikovurderingen, ikke nødvendigvis er relevante for nanomaterialerne. 
Der må på kort sigt gås ud fra, at den gængse risikovurdering for kemikalier ikke er sikker nok, når 
det gælder nanomaterialer (se evt Reyhe 2012). 
Regulering af nanomaterialer
Regulering af kemikalier er i høj grad baseret på risikovurderinger og på en forestilling om risici 
som en størrelse, der kan beskrives videnskabeligt (Reyhe 2012). Derfor er det problematisk for de 
regulerende instanser at være i en situation, hvor den videnskabelige viden om risici ikke 
forekommer tilstrækkelig (EU Kommissionen 2008, Europaparlamentet 2009, SCENIHR 2009).
Regulering er dog nødvendig i én eller anden form, især da der som nævnt allerede er en række 
nanomaterialer i anvendelse og der kommer løbende flere til.Da  i det mindste nogle af dem kan 
have skadelig effekt på mennesker og miljø, må de reguleres (se ovenfor).
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I lyset af stigningen i anvendelse af nanomaterialer og på baggrund af at nanomaterialer kan have 
forskellige egenskaber fra materialer i anderledes størrelse spørges der:
Problemformulering:
 I hvilket omfang er der behov for en særskilt regulering af nanomaterialer i 
kemikalieregulering, med nanokobber som case?
1. Hvordan reguleres nanomaterialer indenfor nuværende kemikalieregulering og 
hvilke problemer er der herved? Hvorfor er der ikke særskilt regulering af 
nanomaterialer?
2. Hvordan bruges nanokobber og hvilke risici er der herved?
3. Hvilke forskelle er der mellem nanokobber og andre former af kobber med hensyn til 
deres toksicitet?  
Uddybende til problemformuleringen
De tre underspørgsmål har til formål at belyse 1) hvordan nanomaterialer behandles i reguleringen 
og dermed hvilke overvejelser, der ligger til grund for den måde reguleringens opgave i dag 
varetages på med hensyn til nanomaterialer, 2) om nanokobber kan udgøre en risiko for sundhed og 
miljø og 3) om der er naturvidenskabelig baggrund for, at risikoen fra nanokobber er anderledes end 
den risiko, der er for kobber i almindelighed. 
Ud fra svarene på disse tre spørgsmål vil det være muligt, at besvare hvorvidt nanokobber bør 
reguleres særskilt fra almindeligt kobber. Forholdene om nanokobbers toksicitet og de parametre, 
der vurderes som værende særligt afgørende, kan tjene som et eksempel for andre nanomaterialer 
og give vigtige input til, hvilke materialer der bør reguleres særskilt.
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Metode
Foreliggende projektrapport arbejder med nanokobber, som en case for et nanomateriale. Dette 
gøres både for at sætte konteksten for nanokobber og for at kunne diskutere forhold omkring 
nanokobber i en større sammenhæng. Kun ved at kende de generelle diskussioner i reguleringen af 
nanomaterialer, kan de relevante spørgsmål og de vigtige informationer omkring nanokobber findes. 
Derfor vil der være en oparbejdning af EU's regulering af nanomaterialer. Den bruges også efter 
gennemgang af de specifikke forhold omkring nanokobber til at diskutere op imod senere. 
Tilgangen er brugbar (og ligefrem nødvendig) i kraft af, at der i skrivende stund ikke er nogen 
specifik regulering for nanokobber. Det står frit at bruge nanokobber som almindeligt kobber. Det 
samme er tilfældet for de andre nanomaterialer. Gennemgangen af de specifikke forhold for 
nanokobber er fokuseret omkring de toksikologiske og økotoksikologiske undersøgelser, der 
allerede findes og en forsøgsrække, der er gennemført til dette projekt. Forsøgenes metode er samlet 
her i metode afsnittet, for ikke at afbryde tekstens røde tråd for meget. Vigtige informationer 
omkring forsøgene vil blive nævnt i sammenhæng med resultater og diskussion omkring forsøgene, 
men detaljerne omkring fremgangsmåder findes beskrevet i dette kapitel.
Baggrund
Projektet er gennemført i forlængelse af et projekt om regulering af nanomaterialer generelt, som 
blev gennemført i foråret 2012. På samme måde er projektrapporten også skrevet i forlængelse af 
rapporten til førnævnte projekt. Rapporten er dog skrevet således at den kan læses selvstændigt. 
Visse steder i rapporten vil der blive henvist til den foregående rapport. Argumenter vil altid blive 
skitseret kort, men visse steder ville en grundig beskrivelse af argumentationen fylde for meget og 
fjerne fokus fra nærværende rapports fokus.  Rapporten (og projektet) som denne rapport er i 
forlængelse af henvises til som: (Reyhe 2012). Den tager udgangspunkt i ”late lessons from early 
warnings” og spørger om nuværende reguleringsparadigme (i Kuhns betydning) i 
kemikalieregulering er i stand til at forhindre, at der vil komme 'late lessons', trods de 'early 
warnings', der har været for nanoteknologi. Rapportens udgangspunkt er at nanomaterialer som 
helhed (defineres som materialer mellem 1 og 100nm med andre egenskaber end i bulk) er en 
brugbar kategori at betragte. 
Nærværende rapport handler blandt andet om, hvorvidt det er muligt i reguleringen og hvad det 
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betyder at det ikke bliver gjort. Desuden tager denne rapport et materiale og behandler det som en 
case. Materialet er kobber i nanostørrelse, uafhængigt af oxidationstilstand. 
Design
Rapporten er delt i 2 dele. 
Del 1 handler om regulering af potentielt farlige stoffer med fokus på nanomaterialer. EU's 
regulering af nanomaterialer bliver beskrevet og analyseret. Dertil anvendes teori om governance, 
'wicked problems' (Norton 2012) og knowledge deficit model (Brown 2009). Til sidst i afsnittet 
samles de foreløbige konklusioner op.
Del 2 handler om nanokobbers farlighed og risiko for, at mennesker og miljø bliver udsat for 
nanokobber. En gennemgang af forskellige anvendelsesområder for nanokobber leder til en kort 
diskussion om eksponering. Et review af litteraturen om nanokobbers giftige egenskaber følger. 
Derefter præsenteres resultater fra forsøgene, som diskuteres i sammenhæng med reviewet af andre 
toksikologiske undersøgelser af nanokobber. Til sidst i afsnittet samles de foreløbige konklusioner 
op.
Afsluttende er en diskussion af hvilken betydning delkonklusionerne har for reguleringen af 
nanokobber.
Regulering af nanomaterialer
Gennemgangen af reguleringen af nanomaterialer i EU er gennemført som 'desk research'. Den er 
baseret på EU's egne dokumenter, fra Kommissionen og parlamentet, samt uafhængige institutioner 
finansieret af EU som SCENiHR og observatory nano. Derudover kilder med helt uafhængig 
baggrund. Det er vurderet at kilderne alle har høj troværdighed på fakta. Deres analyse af fakta har 
dog til tider adskilt sig betydeligt (se diskussionen mellem Kommissionen og Parlamentet), hvilket 
også har været genstand for analyse. Til analysen bruges teori om governance, knowledge deficit 
model og 'wicked problems' til at strukturere fortællingen om reguleringen af nanoteknologi og til at 
diskutere op imod.
Review af nanokobbers toksikologi
Review af nanokobbers toksikologi i litteraturen er gennemført som 'desk research'. Ved søgning på 
”nano copper & toxicology” og ”nano CuO & toxicology” i SciVerse og ISI web of knowledge. 
Disse blev screenet på titel og abstract og indgik i reviewet såfremt de havde relevans. Søgningen 
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blev suppleret med søgninger på google, der dog gav en lang række hits af ringe relevans, så det 
ikke var meningsfuldt eller muligt at gennemgå hele listen.
Laboratorieforsøg
Comet assay
Comet assay forsøgene blev foretaget i laboratorie på RUC under kyndig vejledning af Klara 
Jensen. Forsøgsprotokollen er er baseret på Rank & Jensen (2011)
Hvorfor bruge COMET assay? 
Brud på DNA strenge er en forløber for celledød og kræft. Fra litteraturen er det velkendt, at 
Nanokobber skader DNA i visse organismer og det formodes, at der kan være skader på membraner 
i cellen. Igennem oparbejdning af resultater fra litteraturen og ved en undersøgelse der støtter sig på 
COMET assay , er det muligt at påvise eventuelle genotoksiske effekter ved nanokobber og at 
sammenligne effekten i forskellige organismer og forskellige organer i dyrene, samt for forskellige 
typer af kobber nanopartikler. Eksperimentelt arbejde med biologiske systemer eller organismer er 
af stor vigtighed for at vurdere farligheden af et stof. Comet assay er en følsom test til at evaluere 
graden af DNA skader. Testen kan udføres på alle flercellede og nogle encellede organismer (alle 
eukaryoter). For en dybdegående diskussion om COMET assayens styrker og svagheder se Collins 
(2004).
Til forsøget blev der brugt celler af en kultur af  karpe hudceller af stammen EPC (Epithelium 
papulosum cyprini), der stammer fra en hudtumor, hvor celledeling fortsætter i det uendelige. 
Cellerne havde været lagret i cryofryser (-80 grader celsius) og blev optøet i koldt vand. Cellerne 
blev skyllet og centrifugeret gentagne gange før de blev placeret i eppendorf rør. Skylningen foregik 
med Tris-stabiliseret MEM (Minimum Essential Medium) med 10%vol føtalkalveserum og 1%vol 
penecillin. Kalveserum blev tilsat for at cellerne ville kunne formere sig og penicillinen for at undgå 
bakterier. Slyngningen var for at rense døde celler og opløst materiale samt eventuelle fremmede 
organismer ud. Slyngningen foregik ved 400G. Cellerne blev talt i et Thoma's tællekammer og 
dernæst fortyndet således, at cellekoncentrationen var 1x10^5 celler pr ml. Cellerne udsat for 
forskellige koncentrationer af nanokobber i 24 timer direkte i eppendorf rør ved 16 grader. Efter 
eksponeringen blev cellerne skyllet og slynget for at fjerne rester af eksponeringsvæsken 
(nanokobberet). Derefter blev cellerne indlejret i en agarose matrix. Dermed skabes en matrix, som 
cellerne ikke kan komme ud af, men opløste materialer som proteiner etc kan blive vasket ud. Dette 
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var både nødvendigt for at lysere cellerne med en lyseringsvæske og den efterfølgende 
elektrophorese.
For kun at efterlade DNA molekylerne blev en lyseringsvæske (1% Triton-X) brugt, som prøverne 
stod i over nat. Lyseringsvæsken opløser membraner og proteiner og gør det muligt, at skylle disse 
ud af agarosen. 
Efter en alkalinisering i electrophorese opløsning (dyppet i 10 sekunder og derefter lagt i 20 
minutter), blev der foretaget en elektrophorese i opløsningen. Opløsningen bestod af 0,3M NaOH, 
1mM EDTA i ionbyttet vand. En elektrisk strøm (28V, 300mA) blev ført gennem agarose matricen 
og trak i DNAen (der er svagt negativt ladet) i 15 minutter ved ~10 grader Celsius. 
 DNAen blev derefter farvet med ethidiumbromid (20µg/ml). Dermed lyser DNA op ved lys fra en 
kviksølvlampe. 
Alle prøver blev anonymiseret ved at dække informationer om hvilke der havde hvilke 
koncentrationer eller var kontrol prøver. Den positive kontrol var 100µM hydrogenperoxid i 15 
minutter (dog 20 minutter i COMET forsøg 1).
Den optiske analyse blev gennemført i mikroskop under lys af en kviksølvlampe og kvantificeret 
ved et computerprogram. Halernes intesitet og længde måles, hvilke begge er et udtryk for, hvor 
mange brud der er sket på DNA strengene.
Hvis DNA molekylet er fuldstændigt intakt vil det i sin helhed blive bremset af agarosen. 
Beskadiget DNA vil dog blive trukket ud i matricen – alt efter hvor mange og hvor mange gange 
DNA strenge er blevet brudt, vil der komme mere materiale ud i matricen, trukket i retning af strømmen. 
Dermed bliver der skabt komet-lignende former under visuel analyse – deraf navnet COMET.
Kvalitativt forsøg med celler i varmeskab 
Efter første gennemførte COMET forsøg blev der gennemført et mindre forsøg med henblik på at 
undersøge muligheden for, om der var tale om dannelse af mikrokerner. Med inspiration i 
mikrokernetests blev 3 eppendorf rør med samme indhold af celler, som i de øvrige forsøg udsat for 
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Illustration 1:Hele (til venstre) og beskadige (til højre)  
celler i mikroskop under kviksølvlampe.
105,5µM nanokobber i henholdsvis 24 timer (2stk) og 48 timer (1stk). Derudfra blev der gjort 
observationer om cellerne. Da der var for få replikater og det ikke var meningen at bruge 
mikrokernetest som alternativ til COMET blev forsøgets resultater ikke kvantificeret. Det var altså 
en slags  kvalitativ mikrokernetest, for at få flere oplysninger om mekanismer i de genotoksiske 
effekter. Mikrokernetest bygger på, at cellerne ved deres deling udskiller mikrokerner (små stykker 
DNA) hvis de er blevet beskadiget.
syntese af nanopartikler
Syntesen af nanopartikler foregik efter metode beskrevet af Xiong et al (2011).
Et kobbersalt (CuCl) bliver opløst i vand og bliver ved 80 C tilsat en ascorbinsyre opløsning 
dråbevis. Ascorbinsyren binder kobberionerne sammen og reducerer dem. Dermed bliver 
kobbernanopartikler skabt, som bliver pakket ind af ascorbinsyre og dehydroascorbinsyre. Denne 
coating gør at kobberpartiklerne ikke bundfældes, da ascorbinsyren er vandopløselig og hjælper 
partiklen med at forblive i suspension. Ascorbinsyren bevirker også at kobberkernerne ikke 
fortsætter med at vokse og dermed at partikelstørrelsen er lille og relativt homogen.
Forsøget blev foretaget i et laboratorie på RUC med hjælp fra Fadhil Kamouhna, der hjalp med 
opsætning og sparring. 0,06722 gram kobberklorid blev opløst i 25 ml ionbyttet vand. 7,045 gram l-
ascorbinsyre blev ligeledes opløst i 25ml ionbyttet vand. Kobberopløsningen blev varmet i oliebad 
til 80 grader C, hvorefter ascorbinsyreopløsningen blev tilsat dråbevis. Drypningen af 
ascorbinsyreopløsning varede 30 minutter. Væsken stod derefter natten over (16 timer) ved 80 C 
under omrøring. Ifølge teorien vil ascorbinsyren reducere kobberet til metallisk kobber, da redox 
potentialet for ascorbinsyre til dehydroascorbinsyre overstiger potentialet for kobber (I) til Kobber 
(0) (0.34 V). Det metalliske kobber finder sammen i små klumper, nanopartikler. Ascorbinsyren og 
efter reaktionen dehydroascorbinsyren lægger sig omkring nanopartiklerne under reaktionen. Dette 
gør at kernerne kun vokser indtil en bestemt størrelse (<2nm) og at de kan suspenderes i vand. 
Ascorbinsyre og dehydroascorbinsyre er vandopløselige og deres eksponerede overflade i vandet er 
tilstrækkelig stor i forhold til nanopartiklens masse til at holde dem i suspenderet tilstand under 
almindeligt relevante tyngdepåvirkninger. En slyngning blev foretaget ved 4000 omdrejninger i 
minuttet for at sikre at alle større partikler var fjernet. 
Forsøget blev gentaget under samme opstilling, dog med den forskel at reaktionen forgik under 
beskyttet atmosfære. Som beskyttende atmosfære blev argon anvendt.
Uv/vis spektrometri
Nanopartiklerne blev analyseret i et fotospektrometer (Perkin Elmer- Lambda 9) i bølgelængderne 
Tore Steenberg Reyhe
340-700 nm. Målet var at kunne påvise det karakteristiske absorptionsmaksimum som kobber 
nanopartikler udviser ved 470nm. Der blev anvendt ionbyttet vand til at opnå koncentrationer af 
passende styrke til apperaturet.
AAS,  
Efter omsætning af alle kobberkomponenter til opløst kobber ved syre og opvarmning under tryk, 
brændes kobbeopløsningen i en gasflamme og absorbtionen af lys måles. Således vides det hvor høj 
den totale kobberkoncentration i opløsningen er. AAS er gennemført efter DS/EN ISO 15587-2.
Nanokobberpartikkel suspensionen (stamopløsningen) blev fortyndet op, så den forventedes at have 
en total kobberkoncentration på under 0,04mg/l. Dette er nødvendigt på grund af apparaturets 
mulighed for at måle koncentrationen med tilstrækkelig sikkerhed. Optyndingen foregik i ionbyttet 
vand (<18µSiemens) i glaskolber, der var skyllet i syre (65% HNO3) for at undgå at glassets Si tog 
imod Cu ioner. For at sikre at alt kobber var i opløst tilstand blev optynding fortaget med syre (33% 
HNO3) og prøverne blev opvarmet ved mikrobølgestråling under tryk (Milestone Flame, program 
8). Opløsningerne blev derefter analyseret ved afbrænding (og fordampning) i en gasflamme af en 
photosensor og en computer. Softwaren SpectrAA blev brugt. For at kalibrere softwaren blev 5 
opløsninger lavet ud fra en stamopløsning med helt præcist defineret koncentration (1000ppm). 
Derudfra laves der målinger, som bruges til at skabe en ligning for forholdet mellem absorption 
(som er det der direkte måles) og koncentration (som er det der har interesse i det videre forløb). 
Der blev brugt en regression over en andengradsligning til at betegne sammenhængen matematisk, 
fordi der ikke er et lineært forhold mellem absorption og koncentration. 
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DEL 1
Regulering af nanomaterialer i EU
Denne første del af projektrapporten vil gennemgå hvordan nanomaterialer reguleres i EU nu og 
hvordan udviklingen frem til den nuværende situation har været. Dermed identificeres også de 
logikker der finder anvendelse og hvilke forhold der er af betydning for hvordan nanomaterialer 
reguleres og bør reguleres. Der vil ganske kort blive præsenteret nogle teoretiske overvejelser og 
begreber der vil blive brugt i analysen.
Teori og begreber
Wicked problems
Regulering af nanokobber ( og nanoteknologi generelt) kan  betragtes som det Norton (2012) 
beskriver som et ”wicked problem”. Et problem der er så komplekst og mangefacettet at ingen 
modeller, der eksisterer eller endog kan forventes at eksistere, kunne beskrive det  (Norton 2012). 
Det tolkes af Norton som at en løsning ikke kan findes blot ved logik og ved beregning af 
konsekvenser (både negative og positive). Norton argumenterer for at problemer ofte af de 
involverede parter forstås som mangelen på den løsning, de selv foretrækker. Skeptikere om 
nanoteknologi vil definere problemet som mangel på regulering, der hæmmer brugen af 
nanomaterialer, hvorimod tilhængere vil formulere problemet som mangel på sikkerhed, for at der 
ikke kommer unødvendig indblanding i fremskridtet.
New knowledge deficit model
New knowledge deficit model – Brown (2009) taler om 2 knowledge deficit modeller. Den gamle 
model er, at miljøproblemer blot skal formidles til befolkningen af eksperterne. Eksperterne synes, 
at eksperterne har taget det rigtige valg. Derfor er den lovgivning og den tilgang, man har valgt den 
bedste. Det skal befolkningen blot forstå og så vil de også være rørende enige i, hvordan det er 
blevet håndteret – Derfor er der intet behov for at ændre på lovgivning eller regulering. Den nye 
knowledge deficit model består i at eksperterne ikke synes, de har nok data til at tage en beslutning. 
Derfor er der ikke nogen grund til at gøre noget, inden man har samlet data nok. Derfor bliver der 
ikke taget vare om problemer, inden man i bagklogskabens klare lys kan sige hvordan tingene 
hænger sammen. Brown (2009) hævder at den nye knowledge deficit model er én af de største 
bremseklodser for at stater kan lave en effektiv regulering for nanoteknologi, og at modellen 
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indebærer at der kan gå mange år før regulering af nanomaterialer bliver til noget der kan adressere 
de særlige forhold der hersker omkring dem.
Governance
Governance handler om at netværk er del af de styringsmekanismer man betjener sig af (Rhodes 
1996). Fordelen ved governance kan være at der inddrages stakeholderes viden og at stakeholderne 
selv har været med til at skabe reguleringen og derfor formodentligt har indsigt i hvorfor den er 
vigtig og vil holde sig til den. Til gengæld kan reguleringen være mindre stram og mindre visionær. 
Problemer ved governance er at magten flyttes fra staten til et netværk og ansvar ikke er så let at 
tildele som ved klassiske strukturer og at stakeholdere har en mere direkte indflydelse på 
reguleringen og dermed kan tænkes at bevæge beslutningsprocessens resultat i retning af deres egne 
interesser (Weale 2011).
Den nuværende regulering af nanomaterialer
Nanomaterialer er reguleret gennem de reguleringer, der hersker på det område, hvor 
nanomaterialet anvendes. Det vil sige at nanomaterialer, der anvendes i fødevarer, er reguleret i 
kraft af den regulering, der er relevant på fødevareområdet, nanomaterialer, der anvendes som 
kemikalier, er reguleret af REACH og nanomaterialer, der anvendes i kosmetik, er reguleret på linje 
med andre stoffer i kosmetik og så videre. Det argumenteres ofte at regulering på de specifikke 
områder (arbejdsmiljø, kemikalier, fødevarer, kosmetik, etc.) er adækvat og tilstrækkelig for at 
regulere nanomaterialer, fordi de også omfatter nanomaterialerne, ligesom de omfatter andre typer 
af kemikalier (se EU Kommissionen 2008). Dette er korrekt så langt som, at de overordnede mål og 
lovens ånd er passende. Dog er lovens bogstav ikke altid passende og der er behov for, at der bliver 
taget vare om nanomaterialer i regulering og lovgivning. Problemer opstår af flere forskellige 
grunde. Registrering og tests af stoffer sker på basis af deres kemiske komposition, hvilket ikke er 
tilstrækkeligt for nanomaterialer, da der kan være meget forskellige egenskaber og effekter på trods 
af den samme kemiske komposition (se evt problemfelt eller Reyhe 2012). Hvilke faktorer der er 
afgørende, er ikke afgjort endnu og derfor er det ikke muligt at lave standardiserede tests for, 
hvornår et materiale skal gennemgå den tids- og omkostningstunge procedure at blive risikovurderet 
fra 'bunden' (se Aschberger et al 2011, Bhat & Tripathi 2011, m.fl.. Hvilke størrelser af et 
nanomateriale opfører sig eksempelvis ens og hvilke forskelligt? Hvilke endpoints skal bruges i 
toksikologiske undersøgelser? (se evt problemfelt eller Reyhe 2012).
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Herunder vil diskussionen om hvorvidt nuværende regulering er tilstrækkelig kort blive 
opsummeret og derefter vil diskussionen i de enkelte reguleringsområder blive grebet op, med blik 
for hvad der er sket indtil nu. Grunden til at det er nødvendigt at følge diskussionen i hvert af 
områderne er, at nano-specifik regulering vil skulle indføres separat i hvert af områderne. Det 
hænger sammen med at reguleringen betragtes som principielt dækkende i hvert af områderne (se 
ovenfor).
Nano-regulering til nanomaterialer eller blot lidt mere metode?
Europa Kommissionen konkluderede i 2008 at reguleringen principielt var passende til at varetage 
risici fra nanomaterialer, men at der kunne opstå behov for specifik regulering efterhånden, som nye 
resultater på området ville blive tilgængelige (EU Kommissionen 2008). Europaparlamentet var dog 
af en anden holdning og udgav i 2009 en resolution, der konkluderede at manglen på data og på 
regulering, der specifikt tog vare på nanomaterialer, gjorde at den europæiske regulering ikke var 
tilstrækkelig til at tage vare på de risici, der måtte være forbundet med nanomaterialer 
(Europaparlamentet 2009). Europaparlamentet henviste til  ”no data – no market” princippet i 
REACH, der betyder at ingen stoffer må få adgang til det europæiske marked, før tilstrækkelige 
data er tilgængelige, og mente derudover at forsigtighedsprincippet burde sættes i effekt 
(Europaparlamentet 2009). Et princip som EU Kommissionen også går ind for og som er et vigtigt 
grundprincip i al EU's regulering (EU Kommissionen 2001). EU Kommissionens tolkning af 
princippet med hensyn til nanoteknologi så dog ud til at være en del svagere, i og med at man mente 
at regulering og lovgivning først burde komme, når der var tilstrækkelige beviser for mulige risici 
(EU Kommissionen 2008). På mange måder så det ud til at EU Kommissionen ikke lagde så stor 
vægt på forsigtighedsprincippet, og en af de vigtigste grunde til det er, at nanoteknologi blev set 
som en mulig motor i fremtidig vækst og i et vidensbaseret Europa (EU Kommisionen 2005). Man 
ønskede ikke at komme til at stå i vejen for innovation og udvikling af nanomaterialer og den 
økonomiske vækst, man forventede ville komme. Grunden til at no data – no market princippet ikke 
er blevet brugt fra start af er, at materialerne ikke er nye, de er blot i en anden størrelse. 
Nanomaterialerne er lavet af de samme kemiske stoffer som mange materialer, der er blevet brugt 
tidligere og som har kendte toksiske effekter eller til dels er helt ugiftige. Nye materialer er primært 
blevet tænkt som nye i deres kemiske sammensætning og derfor har der ikke været nogen 
problemer med at tilsætte stofferne i en mindre størrelse (et eksempel er TiO i solcreme). Det er 
først senere, at der for alvor er kommet gang i overvejelserne om at nye (ønskede) egenskaber ved 
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stofferne også kan betyde nye toksiske egenskaber og at nanomaterialer er blevet diskuteret som en 
egen kategori af stoffer. Den tankegang har endnu ikke fæstet sig i reguleringen, hvor der er stor 
modstand imod at betragte alle nanomaterialer som potentielt farlige per se. Hvis gruppen af 
nanomaterialer (defineret som materialer i størrelsen 1-100nm, med afvigende egenskaber fra bulk) 
bliver betragtet i sin helhed, må konklusionen være, at reguleringen, som den er nu, ikke er 
tilstrækkelig til at garantere, at der ikke vil ske skader på mennesker og miljø (Reyhe 2012). 
Det har været et lignende ræsonnement, der fik Europaparlamentet til at opfordre EU 
Kommissionen til at gennemgå al regulering og lovgivning indenfor nanoområdet inden udgangen 
af 2011 (Europaparlamentet 2009), hvilket EU Kommissionen indvilligede i at gøre (Mantovani et 
al 2010). Allerede i 2010 var der udkast til både kosmetik- og fødevaresektoren (Mantovani et al 
2010). Dog er det stadig til dato sådan at EU Kommissionen fastholder, at reguleringen principielt 
er tilstrækkelig, men at der ikke er udviklet metoder nok og der ikke er data nok til, at det er muligt 
at have en fuld risikovurdering (EU Kommissionen 2012), som det nyeste review at regulering af 
nanomaterialer tydeligt viser. Man har tilsyneladende fundet sig til rette med dette paradoks, hvilket 
vil blive drøftet i detaljer efter gennemgangen af reguleringen i de enkelte områder.
REACH
Ifølge Mantovani et al (2010) var der i 2010 i REACH et krav om at nanomaterialer, der 
klassificeredes som nye materialer, skulle igennem risikovurderingsproceduren (se evt DEL 2 for en 
forklaring af risikovurderingsproceduren). Derudover skulle materialer, der allerede var på 
markedet i bulk form have opdateret deres ”registration dossier”, hvis versioner i nanostørrelse blev 
anvendt og der var nye anvendelser eller nye egenskaber forbundet med nanomaterialet (Mantovani 
et al 2010). Det er dog lidt uklart hvordan det specifikt vil foregå og hvordan det afgøres, hvorvidt 
materialerne har nye egenskaber. Ifølge EU Kommissionens review af reguleringen af 
nanomaterialer er der ikke kommet mange indrapporteringer ind: ”Although it is not always  
possible to identify which information in REACH registration dossiers relates to or covers the  
nanoform(s), it should be noted that most of the substances registered under REACH which have  
nanoforms have not been classified by the registrants for any hazard endpoint.” (EU Kommisionen 
2012b). Ifølge Malkiwiecz et al (2011) har der været meget få indrapporteringer af bulkmaterialer 
med nanoform inden første REACH deadline Ultimo november 2010. Dog har nanoformen ikke 
været registreret særskilt og argumentet har ofte været at nanomaterialerne skulle defineres som 
”nano-structured” materials, og at der ikke var nogen mening i at gøre forskel mellem nanoformen 
og bulk formen i risikovurderingen. Nanosølv står til at blive registreret i 2018, selvom det er et 
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meget anvendt materiale, med betydelig mistanke om anderledes giftighed i nanoform (Malkiewicz 
2011). 
Derudover er det problematisk at standardmetoderne ikke er tilpasset nanomaterialer og dermed 
ikke giver den samme sikkerhed (Mantovani et al 2010, SCENIHR 2009). Selv hvis industrien ville 
være ivrig efter at registrere nanomaterialerne, ville resultaterne ikke med sikkerhed give et 
fyldestgørende resultat (SCENIHR 2009, Reyhe 2012).
Derfor er en arbejdsgruppe nedsat for at undersøge REACHs muligheder for at omgås 
nanomaterialer (CASG nano), der i 2012 forventes at være færdig (Mantovani et al 2010). 
Hvis stofferne opfylder kriterierne for CLP (Classification, Labelling and Packaging) skal de 
klassificeres og mærkes, også selvom de fremstilles i en skala (under 1 ton) ,der ellers ikke ville 
gøre dem til registreringspligtige i REACH (Mantovani et al 2010). 
Fødevarer
Indenfor fødevarer, tilsætningsstoffer og foder blev der i 2007 nedsat en gruppe til at undersøge om 
reguleringen var tilstrækkelig. I 2009 konkluderede den at nuværende regulering og lovgivning 
principielt er tilstrækkeligt, men at det ikke kan udføres fuldt ud, inden metoder til at påvise 
nanomaterialer i fødevarer, foder og biologisk væv er udviklet og at der ikke er viden nok om 
giftigheden af nanomaterialer og exposure (Mantovani et al 2010). Så konklusionen var at 
reguleringen burde virke på langt sigt, men det gør den ikke på kort sigt. Efter en process, der 
oprindeligt lagde op til både skarpere krav til risikovurdering, en specifik definition for 
nanomaterialer i fødevarer og kendetegning af nanomaterialer i fødevarer, blev kun sidstnævnte 
vedtaget i Kommiteen (Mantovani et al 2010). Senere blev forslaget til ”novel foods directive” 
forkastet – ikke på grund af nanomaterialer, men af andre årsager – og et andet initiativ kaldet ”food 
information to consumers” (EU Regulation 1169/2011)  blev vedtaget i stedet (Mantovani et al 
2012). Food information to consumers indebærer at alle nanomaterialer i fødevarer skal 
kendetegnes ved at ordet ”nano” står i parentes efter den kemiske betegnelse og træder i kraft i 2014 
( Mantovani et al 2012, eller EU Regulation 1169/2011).
Kosmetik
For kosmetik blev der ligeledes nedsat en kommite, med formålet at afgøre om reguleringen var 
tilstrækkelig (SCCP – Scientific Commitee on Consumer Products). Kommisionen afgjorde at der 
var problemer for uopløselige nanomaterialer (Mantovani et al 2010), heriblandt TiO2 i solcreme. I 
Tore Steenberg Reyhe
2009 blev regulering (EC) 1223/2009 endeligt vedtaget og vil træde i kraft fra juli 2013 (Mantovani 
et al 2010). Teksten indeholder en definition af nanomaterialer og krav til at disse materialer skal 
meldes til EU 6 måneder inden de kommer på markedet, mærkes i listen af tilsætningsstoffer ved 
[nano] og vil blive samlet i et offentligt tilgængeligt katalog (Mantovani et al 2010). Kataloget 
(cosmetics product notification portal) vil dog kun være direkte tilgængeligt for myndigheder 
(Mantovani et al 2012). Der vil også blive lavet en guide til tests af nanomaterialer, eftersom 
dyreforsøg fra 2013 ikke længere er tilladte for at teste kosmetikprodukter (Mantovani et al 2012), 
hvilket giver kosmetikindustrien yderligere udfordringer for at evaluere risici for nanomaterialer.
RoHS
brugen af lange MWCNT (MultiWalled Carbon NanoTubes) og nanosølv i elektronik stod til at 
blive forbudt (Mantovani et al 2010), men denne lovgivning blev ikke gennemført, og ingen 
ændringer omkring nanomaterialer i elektronik er blevet indført i RoHS (Mantovani et al 2012).
Lægemidler og medicinske apperaturer
I medicinske anvendelser har der været nogen debat, hvor konklusionen indtil videre er, at der ikke 
umiddelbart er behov for tilpasning af reguleringen, selvom der bliver lagt vægt på at 
risikovurderinger må foretages på en case-by-case basis, på grund af manglende viden og metoder 
(Mantovani et al 2012). Et problem opstår også i nanoteknologiske apperater der forbinder diagnose 
og behandling, der ellers har været betragtet som – og reguleret som- 2 forskellige aktiviteter, der er 
adskilt i både tid og rum (Mantovani et al 2012). (se evt ema.europa.eu 2012 )
Diskussion
”Er reguleringen tilstrækkelig” versus ”bør reguleringen være 
tilstrækkelig”
Det største output af de mange review af reguleringen i de mange områder er at der mangler 
metoder og viden til at kunne foretage en troværdig risikovurdering (se ovenfor eller Mantovani et 
al 2010,2012). Samtidigt konkluderes der hver gang, at reguleringen er god nok – i princippet.  
Dette paradoks, at det ikke er muligt at vurdere risici med tilstrækkelig sikkerhed for de mål der er 
sat i hver enkelt af reguleringerne og at reguleringen samtidigt ses som tilstrækkelig, er centralt for 
hvordan der arbejdes videre med regulering af nanoteknologi. Der stilles grundlæggende to 
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forskellige spørgsmål. 
Det ene er: Burde reguleringen være tilstrækkelig (under forudsætning af at metoderne til at vurdere 
nanomaterialer er ligeså gode som til andre kemikaliers risikovurdering. Bag dette spørgsmål ligger 
spørgsmålet om, om der er noget radikalt nyt i selve de typer af risici som opstår som følge af 
nanomaterialer. Der svares henholdsvis ja og nej. Nanomaterialerne vurderes ikke at have radikalt 
anderledes risikobillede end andre kemikalier. Derfor burde de kunne tackles på samme måde som 
de andre kemikalier. 
Det andet spørgsmål er: Er reguleringen tilstrækkelig (til at potentielt farlige stoffer ikke bliver 
lanceret på markedet). Til det spørgsmål må der svares nej.  Grunden til det er problemerne for 
risikovurderingerne, som nanomaterialernes ændrede egenskaber er ansvarlige for (se problemfelt). 
At reguleringen ikke er tilstrækkelig til at hindre skadelige stoffer i at blive brugt er selvfølgeligt et 
problem og problemer kræver løsninger.  At reguleringen burde være tilstrækkelig og at 
nanomaterialer ikke som sådan opfattes som en samlet gruppe i reguleringen (det er blandt andet 
fordi overgangen til nanoskalaen er sket gradvis og i en række forskellige områder), betyder at det 
ikke er et generelt forbud,der udløses imod nanomaterialer, medens arbejdet med at indsamle flere 
data og raffinere modellerne og metoderne står på. Spørgsmålet er om ikke den situation at der ikke 
er mulighed for på kort og mellemlangt sigt at lave en risikovurdering af nanomaterialerne og at de 
modeller og teorier der ligger til grund for risikovurdering og regulering af kemikalier ikke kan 
overtages, betyder at der ER en anderledes risiko ved nanomaterialer. At der ikke indføres et 
generelt forbud hænger også sammen med at nanomaterialerne allerede har en betydelig værdi på 
markedet og at væksten indenfor nanomaterialer forventes at være høj i mange år frem og at 
nanoteknologi generelt ses som en af fremtidens teknologier.
”Wicked problems” tilgangen som beskrevet af Norton (2012) kan være en givtig måde at analysere 
debatten om regulering af nanoteknologi. Tilgangen giver nogle svar på, hvordan uenigheder opstår 
på trods af det fælles vidensgrundlag. EU Kommissionen og Europaperlamentet kommer til 
forskellige konklusioner omkring behovet for tilpasning af reguleringen selvom begge konkluderer, 
at reguleringen i princippet burde være passende for regulering af nanomaterialer, men at der lige 
nu og her er problemer som hovedsageligt stammer fra mangelen på viden om risici 
(Europaparlamentet 2009, Eisenberger et al 2010). Kommissionen lægger vægt på at reguleringen 
principielt er tilstrækkelig, hvorimod Europaparlamentet lægger vægt på at det ikke fungerer lige nu 
(ibid). Norton (2012) argumenterer for at problemer af høj kompleksitet ofte defineres som fraværet 
af den løsning, som man mest ønsker. Løsningen som 'miljøentusiaster' helst så gennemført er et 
totalt forbud mod nanomaterialer indtil de enkeltvis er frikendt for mulige risici eller 
risikovurderingsmetoderne er blevet tilpasset. Problemet defineres så som at der er manglende 
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regulering af nanomaterialer. Løsningen som 'industrien' helst så gennemført er at der er stabile 
forhold omkring skridtet fra forskning til markede for nanomaterialer fremover og at der ikke bliver 
indført forbud imod stoffer som ikke har en påviselig negativ effekt overfor mennesker eller miljø. 
Dermed defineres problemet som at der mangler sikkerhed for at der ikke lovgives i et omfang der 
ikke er nødvendigt. I eksemplet her er det EU Kommisionen der argumenterer fra det som jeg 
ovenfor kalder 'industriens' vinkel, hvorimod Europaparlamentet argumenterer ud fra 
'miljøentusiasternes' perspektiv.
Derfor bliver det til en situation, som den Brown (2009) kalder for new knowledge deficit model. 
På grund af manglende viden omkring naturvidenskabelige forhold er der ikke opbakning til de 
løsningsforslag der kommer på bordet og der foretages ikke nogen regulering baseret på lovgivning 
(hård regulering). I stedet henvises til at vigtige informationer mangler og at disse må fremskaffes 
inden lovgivning kan gennemføres. ”Currently, the risk assessment procedure for the evaluation of potential  
risks of nanomaterials is still under development. It can be expected that this will remain so until there is sufficient  
scientific information available to characterise the possible harmful effects on humans and the environment. Therefore  
the knowledge on the methodology for both exposure estimations and hazard identification needs to be further  
developed, validated and standardised.” (SCENIHR 2009). At metoderne må udvikles og at det er et 
vigtigt arbejde hersker der ikke tvivl om. Spørgsmålet er dog hvad der skal ske i mellemtiden.
Den eneste type krav som er blevet gennemført er mærkning af produkter med nanomaterialer i 
kosmetik og fødevarer.
Det er selvfølgeligt godt at give forbrugerne mulighed for at kunne se hvilke produkter, der 
indeholder nanomaterialer og dermed selv kunne vælge eller fravælge dem, men det er problematisk 
at et emne, som uddannede eksperter ikke mener de har nok viden til at kunne sige noget om med 
sikkerhed, skal lægges over på en forbruger, der ikke har reel mulighed for at tage en fornuftig 
beslutning. 
Det ville være mere i overensstemmelse med principper som no data- no market og 
forsigtighedsprincippet, hvis man tog et valg om ikke at tillade produkterne før der var sikkerhed 
omkring mulige risici. Resultatet af lovgivningen er dog selvfølgeligt en balance, der er blevet 
forhandlet på plads ud fra hensyn om ikke at virke som bremseklods for den industrielle udvikling 
(The core objective of the 'Nanosciences, Nanotechnologies, Materials and New Production 
Technologies (NMP)' theme of the Seventh Framework Programme (FP7) is to improve the  
competitiveness of European industry and generate the knowledge needed to transform it from a  
resource-intensive to a knowledge-intensive industry – in a safe, ethical and efficient way. EU 
Member States have earmarked a total of EUR 3.5 billion for funding this theme over the duration  
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of the Seventh Framework Programme (FP7). (ec.europa.eu 2012 ) og samtidigt give mennesker 
der er bekymrede en mulighed for at kunne tage egne valg. På den måde er det en positiv ting. En 
yderligere effekt er at der vil komme en masse informationer ind omkring nanomaterialer i 
forbrugerprodukter. Problematisk er selvfølgeligt at der ikke er nogen mulighed for at efterprøve om 
de materialer, der er i produkterne, er på nanoform eller ej, og dermed er det helt op til firmaerne at 
afgøre hvilke informationer de giver, uden mulighed for at blive rettet (EU Kommissionen 2012b).
Blød regulering
Fordi der er mangel på viden og metoder til risikovurderinger af nanomaterialer, fordi der ikke er 
metoder til at spore nanomaterialer i forskellige medier og fordi et generelt forbud mod 
nanoteknologi er fravalgt af økonomiske grunde, er der en hel del ”blød” regulering, der er baseret 
på frivillige tiltag fra firmaer og forskningsinstitutioner. 
Redskaber er frivillig registrering og guidelines for risikovurdering og risikomanagement.
Et problem er at nanomaterialer forventes at få kommerciel værdi for firmaer og mange patenter 
endnu ikke er udtaget og derfor er der en vis tilbageholdenhed mod at dele alle informationer om 
nanomaterialerne. 
Derfor er der udviklet en række skemaer og andre tools til brug for firmaer internt til at score deres 
risici. Eksempler på dette er det Schweiziske Vorsorgeraster Synthetische nanomaterialien (bag.ch 
2012) , Responsible care global (icca-chem.org 2012), og det hollandske Stoffenmanager 
(stoffenmanager.nl 2012). Derudover er der en række guidelines som har mere generel karakter som 
den tyske nanokommissions anbefalinger (bmu.de 2012) den europæiske code of conduct for 
nanosciences and nanotechnologies    (ec.europa.eu 2012b) og det tilhørende Nanocode codemeter 
(nanocode.eu 2012) hvilken dog ikke er henvendt til firmaer, men til forskere. Derudover en række 
frivillige databaser hvor nanomaterialer indregistreres, som for eksempel DEFRA i England, BauA i 
Tyskland, HSA i Irland m.fl., (Mantovani et al 2012). med det formål at øge viden om i hvilke produkter 
nanomaterialer finder anvendelse.
Frivillige metoders effektivitet
Effektiviteten af frivillige metoder er dog til diskussion, som illustreres af stakeholderes arbejde 
under den tyske ”Nanokommission”. Her er et kort uddrag af en tekst der blev formuleret i en af 
kommissionens grupper:
”Chemical industry representatives view the principles primarily as a framework based on 
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consensus among stakeholder groups that serves as a guide for responsible self-regulation by firms.  
From the perspective of trade unions and environmental and consumer organisations, meanwhile,  
the principles represent first and foremost no more than a declaration of intent; value only arises  
from them if there is mandatory implementation. 
All in all, the Issue Group found that implementation of the principles in practice has so far fallen  
considerably short of stakeholders’ expectations. ” -(Deutsche Nanokommision issue group 1 2010)
Styrken ved de frivillige tiltag (her set ud fra industriens repræsentanter) er at firmaer kan bruge 
principper til at selv-regulere og dermed spare andre reguleringsinstanser for en masse unødvendigt 
arbejde. Dette er meget i linje med generelle forestillinger omkring frivillige governance baserede 
redskaber i reguleringen. Også at industriens repræsentanter lægger vægt på konsensus blandt 
stakeholderne er typisk for forestillinger om frivillige tiltag i en governance præget styringsform, og 
suggererer at et konsensus er noget alle deltagerne vil leve op til, da alle jo har været enige om at 
det er meningsfuldt og/eller nødvendigt. Problemer ved disse tiltag er (her set ud fra 
miljøorganisationer m.fl.) at der ikke er nogen bagvedliggende incitamentstruktur der sikrer at 
firmaer rent faktisk lever op til de principper i praksis, som de i teorien er enige i er vigtige. Dette 
ligger tæt op ad diskussioner omkring governance modsat government og lovgivning modsat 
frivillige tiltag. I dette eksempel er den nøgterne konklusion at det ikke har virket efter hensigten, da 
der er bred enighed om at udførelsen af principperne i praksis har været utilfredsstillende for alle 
stakeholderes forventninger.
Governance og ansvar
Ansvaret for afgørelserne flyttes ud i netværket og fordi det er naturvidenskabelige argumenter der 
arbejdes ud fra, for at opnå de mål som der (samfundsvidenskabeligt) er forhandlet enighed om, er 
der ingen sikker kurs, og alle har mulighed for at udvælge videnskabelige undersøgelser der 
understøtter deres synspunkt eller gør livet lettere for dem.
På den anden side må man også anerkende at governance tilgangen har nogle klare styrker. Et 
klassisk government baseret system ville ikke give samme mulighed for at diskussionen om 
reguleringen af nanomaterialer bliver taget op igen og igen i forskellige fora. At Europaparlamentet 
har kunnet gøre sin indflydelse gældende og fået en yderligere gennemgang af al lovgivning på 
området i gang umiddelbart efter den første omgang var afsluttet er et positivt tegn. I et government 
baseret system kunne man frygte at afgørelsen blev taget og derefter ikke var til at støde om.og det 
blev besluttet at problemet udelukkende skulle defineres som og løses som manglende 
naturvidenskabelig viden.
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Bagklogskabens grumsede lys
Et yderligere problem for overvågning af nanomaterialers effekter og forbedring af 
risikovurderingens metoder er, at nanomaterialerne ofte ikke kan påvises i naturen (f.eks. 
Aschberger et al 2011, EU Kommissionen 2012). Dermed afskæres vi fra at kunne bekræfte 
eventuelle mistanker, der kunne opstå senere om nanomaterialernes effekt i miljøet. Eksemplet TBT 
viser netop at det selv efter at standard laboratorietest har fastlagt en formodet no-effekt 
koncentration kan blive problematisk, hvis et stof har nye og tidligere ukendte egenskaber (se 
Harremoes et al 2001). Det er netop det man må formode at mange af nanomaterialerne har. At 
bruge dem kommercielt (og dermed garantere eksponering) synes uansvarligt hvis der ikke i det 
mindste er mulighed for senere at etablere eventuelle kausale sammenhænge mellem stoffet og 
ændringer i miljøet.
 At definere nanomaterialer
Der bliver også gjort en del arbejde for at være mere præcis i hvad et nanomateriale er. Det er 
nødvendigt fordi det er afgørende i lovgivningsmæssige sammenhænge og fordi kategorierne helst 
skal afspejle kategorier der har nogle fælles problemer associeret. Den internationale 
standardiserings-organisation ISO har udgivet ISO TC 229 (iso.org 2012) og den europæiske CEN 
TC352 (cen.eu 2012)der lægger sig op ad ISO så vidt muligt (Mantovani et al 2012). Dog bruges disse langt 
hen ad vejen blot som guideline og der laves en definition af nanomaterialer i hver enkelt af de 
reguleringsområder hvor de bliver til genstand. Definitionen af hvad der er nanomaterialer og hvad der 
ikke er, er styrende for om et materiale skal risikovurderes særskilt. Dermed bliver meget af den 
faktuelle diskussionen om hvilke materialer, der skal risikovurderes in effekt lagt over i selve 
definitionen af hvad et nanomateriale er. For eksempel er en del af definitionen af nanomaterialer i 
kosmetik, at nanomaterialer ikke er vandopløselige. Vandopløseligheden har egentligt intet at gøre 
med, om noget er et nanomateriale eller ej. Vurderingen på om risici fra nanomaterialer forventes at 
blive beskrevet tilstrækkeligt i de risikovurderinger, der skal laves i kosmetik har dog givet 
forskellige svar for de vandopløselige og de ikke vandopløselige, nemlig henholdsvis ja og nej. Det 
er blevet valgt at gøre selve definitionen af nanomaterialer i kosmetik til et spørgsmål om 
vandopløselighed. Det havde også været en mulighed at holde sig til at definere nanomaterialer som 
værende defineret ud fra størrelse (evt suppleret med forandrede egenskaber) og så stille krav til at 
nanomaterialer, der ikke var vandopløselige skulle gennemgå en særskilt risikovurdering. Om 
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valget er taget for at gøre det lettere for (gud hved hvem) eller for at kunne proklamere (med god ret 
jvf denne specifikke definition af nanomaterialer), at der var taget vare om nanomaterialer og 
eventuelle risici fra dem. Måske også for at beskytte industrien fra en eventuel 'hysteri' fra 
forbrugernes side når mærkning af nanomaterialer (læs: ikke vandopløselige nanomaterialer) i 
kosmetik bliver obligatorisk i 2013.
På den ene side kan det argumenteres at det netop er et kompromis af denne art, som har gjort at 
kosmetik er det første område, hvor en nanospecifik regulering bliver en realitet. På den anden side 
kan det kritiseres, at vandopløselige nanomaterialer nu fuldstændigt er ude af en videre diskussion 
og reguleringens 'øje' fremover er lukket for udviklingen på den front.
Delkonklusion
For nanomaterialers vedkommende er der en udbredt konsensus i den lovgivende del af EU om at 
reguleringen kan varetages i de enkelte områder af regulering, der allerede eksisterer. 
Nanomaterialer betragtes ikke som medførende en anderledes type risiko end andre kemikalier. No 
data- no market princippet er ikke taget i anvendelse for nanomaterialer, fordi dets definition af et 
nyt kemikalie er bundet op på den kemiske sammensætning (der ofte ikke er ny i nanomaterialerne). 
I hvert af reguleringsområderne der blev analyseret var den primære konklusion at 
risikovurderingsmetoderne ikke var passende (i det mindste for nogle typer nanomaterialer). 
Forestillingen om at risikovurderingsmetodikken blot skal tilpasses i hvert af reguleringens områder 
er i forlængelse af beslutningen om at nanomaterialer ikke i sig selv udgør en anderledes risiko end 
kemikalier. Forestillingen om at nanoteknologi (der er meget mere omsiggribende end 
nanomaterialer) skal spille en stor rolle i fremtidens EU (og verden) gør at der er stor uvilje imod at 
regulere ud fra forsigtighed på et generelt plan (læs: for alle nanomaterialer som helhed). Dog er der 
en generel anerkendelse af at nanomaterialer kan være farlige (og som nævnt at vi ikke på 
nuværende tidspunkt kan være sikre på at kunne vurdere de risici der er forbundet med dem). 
Derfor er reguleringen indtil videre begrænset til vage krav om selvregulering (REACH), mærkning 
(kosmetik og fødevarer) og frivillig selvregulering (alle områder). 
Arbejdet med at skabe en brugbar definition af nanomaterialer besværliggøres af at hvert 
reguleringsområde selv laver en definition af nanomaterialer. 
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DEL 2
Nanokobber, toksikologi og risici
Anvendelse af nanokobber
Nanokobber anvendes allerede i en lang række anvendelser og står til at blive brugt i endnu flere i 
fremtiden. Nanokobber ses i mange anvendelsesområder som et billigere alternativ til nanosølv, da 
det har lignende biocide effekter, elektriske-  og varmeledende egenskaber (Bondarenko 2012).
Det er for eksempel i hospitalsudstyr, antimikrobielt tøj, træbehandling og skibsmaling 
(Bondarenko 2012, Kiaune & Singhasemanon 2011), hvor de biocide egenskaber af kobberet 
udnyttes. Nanokobber bruges også i en lang række elektroniske produkter, som nanowires i 
solceller, displays (Osaka et al (eds) 2010), gas sensorer, katalysatorere og superkonduktorer (Baek 
& An 2011). Kobber nanopartikler tilsættes også i væsker til køling og opvarming, for at øge 
ledningsevnen og dermed gøre varmeudskiftningen i væsken højere  (Senthilkumar et al 2010). Som 
katalysator for kemiske processer (f.eks. Reddy et al 2010). Som tilsætning til smøremidler, hvor 
det både sænker friktionen og lapper små skader og ujævnheder under brug (Chen et al 2006).
Derudover bruges nanokobber som fodertilsætning til smågrise, der har et højt behov for kobber og 
hvor nanostørrelsen betyder, at der er mere effektivt optag af kobber(50 mg/kg til smågrise) 
(Gonzales-Eguia et al 2009). Nanokobber sælges endda som  kosttilskud med lovet helseeffekt til 
mennesker (BEUC 2010).
Eksponering
Nanokobber kan for de fleste af anvendelserne forventes at komme i kontakt med mennesker og at 
blive udledt til miljøet. Derfor er nanokobber et relevant nanomateriale at beskæftige sig med. 
Eksponering kan forventes at være ad forskellige veje, da der er et stort antal forskellige 
anvendelser. 
Toksikologi og risikovurdering - teori
Toksikologi er læren om stoffers giftige påvirkning af biologiske organismer. Toksikologi handler 
om hvorledes stoffer påvirker biologiske systemer og om hvordan stoffer optages og flyttes indeni 
kroppen. Risikovurderinger, der bruges i reguleringen er i høj grad baseret på toksikologiske 
undersøgelser.
Risikovurderingen gennemløber 4 skridt; 
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1) identificering af farer,
2) beskrive dosis-respons sammenhæng, 
3) en vurdering af eksponering og
4) en risiko karakterisering, baseret på de 3 foregående. 
I Illustration (2) vises de 4 skridt og hvordan de hænger sammen. I figuren er også inkluderet to af 
de vigtige parametre, nemlig den koncentration hvor der ikke er en signifikant effekt (no effect 
concentration) og den koncentration der forventes at blive fundet i miljøet. Begge disse er kan 
findes for en række forskellige organismer, miljøer og eksponeringsscenarier og burde strengt taget 
stå i flertal. 
For en grundig beskrivelse af risikovurderingsproceduren henvises til Reyhe 2012, Erler 2009, 
Greim & Snyder 2008 eller en af EU Kommissionens Technical Guidance dokumenter.
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Illustration 2:Skematisk fremstilling af risikovurderingsprocessen. Hver af de små blå kasser  
repræsenterer en konkret naturvidenskabelig undersøgelse (antallet er ikke repræsentativt). Pilene  
symboliserer at informationer bliver ført videre til næste skridt. Kilde: Reyhe 2012 
Her er det blot vigtigt at forstå at der er flere typer aktiviteter i en risikovurdering, der til sidst bliver 
sat sammen til et samlet billede. De enkelte undersøgelser skal forstås i forhold til hinanden og kun 
ud af summen af alle undersøgelser er det muligt for alvor at kunne se det samlede risikobillede.
Der er en række problemer omkring risikovurderingen af nanomaterialer (som nævnt flere gange i 
denne rapport) og de er relevante i hvert af de 4 områder. Derfor bliver den samlede risikovurdering 
også så usikker. Dertil kommer problemer med ekstrapolering fra celleforsøg til hele organismer (se 
evt. Dekker et al 2010).
Kobber toksikologi
Kobber er et element, der har været anvendt af mennesker i tusindevis af år. Kobber er et velkendt 
men komplekst materiale, der er et essentielt sporstof for næsten alt levende og samtidigt er giftigt 
(Landner & Reuther 2004).  Kobber er ikke vandopløselig i reduceret form og er ustabilt i især 
kobber (I) og også kobber (II) (inchem 1998). Kobber (I) vil primært blive til enten kobber (II) eller 
metallisk kobber, og kobber (II) indgår forbindelser især med organiske materialer, men også 
uorganiske forbindelser (inchem 1998). Kobber har en stærk tendens til at indgå i forbindelser der 
ikke er vandopløselige (inchem 1998).
Kobbers toksicitet afhænger af en række faktorer, såsom tilstedeværelsen af organisk stof, som 
humic acid, pH, saltholdighed, mfl. (Landner & Reuther 2004). Mobilisering fra sedimentet er 
styret af lignende faktorer (inchem 1998). Skibstrafik kan forårsage concentrationer på op til 80 
µg/L (inchem 1998). Kobbers kemiske cyklus i naturen er komleks (Landner & Reuther 2004). 
Dette gør sig også i høj grad gældende for nanokobber, der kan indgå i agglomerater og aggregater 
(se evt problemfelt eller Klabunde & Richardson 2009).
Kobber i høje koncentrationer er toksisk for alle levende væsner, men følsomheden varierer 
(Landner & Reuther 2004). Pattedyr er mindre følsomme end fisk, invertebrater og bakterier 
(Landner & Reuther 2004).
Eksponeringsvejen kan være af afgørende betydning, da både de forbindelser kobber indgår i og 
organismernes måde at optage kobber på kan være forskellige. Også i selve dyret er der en række 
forskellige måder at sikre, at en passende mængde kobber er tilstede (Landner & Reuther 2004).
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Nanokobber toksikologi
De vigtigste diskussioner i videnskabelig litteratur omkring nanokobber er:
Om nanokobber har andre giftige egenskaber end opløst kobber og kobber i mikrostørrelse.
Hvilke mekanismer der er ansvarlige for nanokobbers toksicitet.
Hvordan nanokobber interagerer med organiske og uorganiske materialer i naturlige medier.
Derfor vil de herunder blive gennemgået et efter et.
Om nanokobber har andre giftige egenskaber end opløst kobber og 
kobber i mikrostørrelse (bulk).
Kobber i nanostørrelse har en akut toksicitet, der ligger et sted mellem opløst kobber og kobber i 
mikrostørrelse (Karlsson et at 2009, Chen et al 2006). I sammenligning med kobber i mikrostørrelse 
har nanokobber en meget højere giftighed (Karlsson et at 2009). I sammenligning med opløst 
kobber har nanokobber en lavere giftighed. Chen et al (2006) finder eksempelvis en LD50  på 
henholdsvis 413 mg/kg og 110 mg/kg for nano og opløst kobber i en undersøgelse på mus. 
Det store spørgsmål bliver så, om nanopartiklernes giftighed udelukkende kan forklares ud fra hvor 
mange ioner, der afgives til det omkringliggende medie, eller om det er nanopartiklen i sig selv, der 
forårsager en effekt.
Her er der en række forskellige svar. 
Aruoja et al (2008) konkluderer at opløste ioner er den eneste toksiske mekanisme for nanokobber i 
mikroalgen Pseudokirchneriella subcapitata. Bondarenko et al (2012) når frem til samme 
konklusion i undersøgelser af sub-toksiske effekter i E. coli, nemlig at det er opløst kobber 
(kobberioner?) der frigives fra nanokobberpartiklerne, der er ansvarlige for effekten. [de foreslår at 
leaching rate bør være en standart deskriptor for nanometaller].
Gomes (2009 & 2012) konkluderer dog det modsatte i en undersøgelse af regnormen Enchytareus 
albidus. ”transcriptional response induced by copper nanoparticles was different from those  
induced by the copper-salt” - Gomes 2009. Hvorledes de toksiske mekanismer adskiller sig vil 
blive beskrevet i næste afsnit.
Heinlaan et al (2011) konkluderer ligeledes at nanokobberets effekt ikke kan forklares udelukkende 
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ud fra de ioner, der afgives i en undersøgelse af daphnier. I mange andre organismer konkluderes 
det samme, nemlig at nanokobberets toksiske eller sub-toksiske effekt ikke udelukkende kan 
forklares ud fra de ioner, der uafvigeligt vil sive ud fra partiklen (Mortimer et al 2011, Amorim & 
Scott-Fordsmand 2012, Buffet et al 2011, Kasemets et al 2009, Shaw et al 2012, Luna-delRisco et al 
2011). 
Hvad det skyldes, at der nås frem til forskellige svar på spørgsmålet om der er forskel i giftigheden, 
er ikke afklaret endnu. Det er værd at bemærke at de to studier, hvor nanokobbers effekt tilskrives 
ioner begge betjener sig af bakterielle Cu målingsmetoder. En forklaring kan også være at de 
organismer, der blev undersøgt ikke blev påvirket af de andre mekanismer, eller at målingerne ikke 
har været tilstrækkeligt følsomme til at 0-hypotesen (at der ikke er forskel) kunne bevises med 
tilstrækkelig sikkerhed (typisk 95%). 
Ud over forskellen mellem nanopartikler og partikler i mikrostørrelse er der også en mulighed for at 
forskellige nanopartikler har forskellig effekt (Mudunkotuwa et al 2011). Det kan både være på 
baggrund af partiklernes størrelse eller deres oxidationstilstand (Mudunkotuwa et al 2011). Dette er 
dog endnu ikke undersøgt i noget større omfang. Mudunkotuwa et al (2011) har dog vist at 
fysikokemiske egenskaber er forskellige imellem nanopartikler med forskellig fremskreden 
oxidation og at partiklernes egenskaber (herunder både oxidationstilstand og størrelse) ændrer sig 
med tid.
Delkonklusion:
-Nanokobber er mere toksisk end mikrokobber. 
-Nanokobber er mindre toksisk end opløst kobber.
-Nanokobbers toksicitet er delvist forklaret ved frigivelse af kobberioner. 
-frigivelse af kobberioner ikke den eneste forklaring og selve nanopartiklen har en toksicitet, der 
endog giver en anderledes effekt end ionerne.
-De toksiske mekanismer er forskellige mellem nanokobber og kobber i mikrostørrelse.
-Der må formodes at være forskellig toksicitet og/eller toksiske mekanismer forskellige kobber 
nanopartikler imellem.
Hvilke mekanismer der er ansvarlige for nanokobbers toksicitet.
Cytotoxicitet (celledød), genotoxicitet (DNA skader) og afledte effekter er rapporterede for kobber 
nanopartikler. Skader på mitochondrier og cellemembraner, samt skader på DNA generelt ses ofte.
Celledød forårsages af nanokobber tilsyneladende både ved apoptose og nekrose;
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Xu et al (2012) finder at nanokobber forårsager apoptose i leverceller, hovedsageligt gennem 
stigende niveauer af ROS. Sun et al (2012) rapporterer tegn på, at der sker programmeret celledød 
(apoptose) i cellekulturer af menneskelige lungeceller (A549).
Chen et al (2006) finder alvorlige skader på lever, nyre og milt i mus.
Brégégère et al (2012) rapporterer ”inflammatory cytokine secretion” og nekrose i menneskelige 
hudceller.
Mekanismerne er især dannelsen af reaktive oxygen species (ROS) (se eks. Buffet et al 2011), der er 
stærke oxidanter, som er kendt for at skade DNA. Der har som før nævnt været nogen debat om 
hvorvidt kobbernanopartiklernes effekt er et resultat af kobberioner, der frigives til det 
omkringliggende medie, og en lignende diskussion er ført med hensyn til de DNA skader ,der er 
observeret. Gomes (2009 og 2012) viser at det er forskellige gener, der bliver påvirket i regnorm, 
når de bliver udsat for henholdsvis opløst kobber og nanokobber. De gener der bliver ramt især af 
nanokobberet er fortrinsvis gener, der er ansvarlige for stofskifte og energi, men også involverede i 
stress-respons og transkription (Gomes 2012)
Liao &Liu (2011) viser at det ligeledes for mus er fortrinsvis gener med betydning for stofskifte og 
energi, der bliver påvirket og også gener med tilknytning til cellulære processer.
Dermed er der tegn på, at den genotoksiske mekanisme er en anden. Det kunne tilskrives at 
forskellige ROS dannes af ioner og nanopartikler, eller kunne hænge sammen med hvor disse ROS 
dannes. En anden forklaring kan være at membranerne bliver forstyrret, hvilket der er flere 
undersøgelser der tyder på.
Wang et al (2011) finder at der ud over skader fra ROS også sker celledød som følge af skader på 
cellens og mitochondriernes membraner.
Shaw et al (2012) konkluderer i deres analyse af mekanismer i regnbueørred, at nanokobberet har 
forstyrret ionkanalerne, dersom afvigende koncentrationer af en række ioner var at finde. Dette 
tyder på, at membraner er blevet beskadiget, da det er dem der osmoregulerer mellem cellernes 
indre og vævet mellem cellerne.
Xu et al (2008) konkluderer i deres undersøgelse at rotters nerveceller blev påvirket på en måde, der 
kan føre til fejlfunktion. Det er elektriske potentialer, der bliver forskudt, og det kan tænkes også at 
påvirke membraner i andre celler.
Derudover er der andre effekter. Heinlaan et al (2011) viser at daphniers fordøjelsessystem viser 
deformation og bakteriel infektion ved indtag af nanokobber, hvilket ikke sker som følge af indtag 
af opløst kobber.
Mortimer et al (2011) viser at nanokobber forårsager mere dannelse af ROS i protozoaen 
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Tetrahymena thermophila end opløst kobber og mikrokobber (ved samme dødelighed). Derudover 
sker der en ændring af fedtsyreindholdet fra umættede til mættede fedtsyrer. Dette blev sat i 
forbindelse med ændringer i hvilke gener, der bliver udtrykt og hvilke der bliver beskadiget.
Delkonklusion:
-Nanokobber er cytotoksisk. Dette er muligvis blandt andet på grund af nanokobberets påvirkning 
af cellemembraner. Både mitochondriers membraner og cellens ydre membran bliver påvirket. En 
mulig effekt er forringet mulighed for osmoregulering.
-Nanokobber forårsager DNA skader. Mekanismen for beskadigelse af DNA er hovedsageligt 
dannelse af ROS (en klasse stærke oxidanter). De dele af DNAet, som beskadiges, er i højere grad 
end for kobber ioners vedkommende ansvarlige for funktioner i stofskifte. 
-Nanokobbers elektriske egenskaber kan påvirke nerveceller. 
-Og at nanokobber kan føre til uventede effekter for hele organismen, som infektion af 
fordøjelseskanalen (i Dafnier).
Hvordan nanokobber interagerer med organiske og uorganiske 
materialer i naturlige medier.
Interaktionerne mellem kobber nanopartikler og andre partikler eller opløste stoffer i det medie de 
befinder sig i må forventes at være komplekse, eftersom det allerede er tilfældet for kobber i 
almindelighed (se evt ovenfor). Det viser sig også at forskellige faktorer kan have en meget stor 
indflydelse på giftigheden. I en undersøgelse med krebsdyr viste vand taget fra felten at have en 
effekt, der var så markant at den sænkede toksiciteten 140 gange (Blinova et al 2009). Dette blev 
især sat i forbindelse med koncentrationen af opløst organisk materiale (målt i carbon) Et studie på 
græskar viste koncentrationen af humic acid (syren fra humus i jorden) at sænke 
biotilgængeligheden af kobber i opløst tilstand, men øge tilgængeligheden og dermed giftigheden af 
nanokobber (Musante & White 2010). I et studie af en sedimentlevende snegl viste det sig at NP 
kobber tilsat i sedimentet havde en større effekt på den bundlevende snegl Potamopyrgus 
antipodarum, end mikro- eller opløst kobber (Pang et al 2011).
Interaktioner på overfladen af en makroalge gjorde at nanokobber forårsagede 70% dødelighed 8 
dage efter i en makroalge, selvom den kun blev udsat i 5 min (Manusadzianas et al 2012). Til 
sammenligning var den samme koncentration af opløst kobber langt mindre effektiv og selv ved 6 
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timers påvirkning gav den mindre end 40% dødelighed efter 8 dage. Det på trods af at opløst kobber 
for øvrigt havde lignende giftighed for algen. Forklaringen er nok at nanopartiklerne binder sig til 
overfladen og derfor ikke kan skylles bort igen, hvorimod ionerne fjernes ret effektivt når 
eksponeringen stoppes.
Delkonklusion:
-Interaktioner med stoffer i naturlige medier er komplekse og kan både øge nanokobberets toksicitet 
eller sænke dets toksicitet.
-Struktur og overflade på eksponerede organismer kan have afgørende betydning for nanokobbers 
toksicitet og kan give en betydelig forskellig effekt fra kobberioner.
Analyse af forsøgene
Resultaterne fra forsøgene vil blive præsenteret og diskuteret i 2 afsnit. Det første vil omhandle 
fremstillingen af nanokobberet og den efterfølgende analyse af det gennem fotospektrometri og 
atom absorptionsspektrometri. Det andet vil omhandle eksponeringsforsøg med celler af karpe, 
primært COMET assay. I hvert af afsnittene vil der blive forklaret forsøgenes type. For detaljeret 
beskrivelse af forsøgenes metode og fremgangsmåde henvises til kapitlet Metode.
Nanokobber partikler
Resultater
Forsøgene til syntese af kobber nanopartikler (1 – under atmosfærisk luft, 2 under beskyttet 
atmosfære) viste begge en gradvis forandring fra lysblåt inden tilsætning af ascorbinsyreopløsning 
over farveløst (umiddelbart efter tilsætning af ascorbinsyreopløsning) og derefter gulligt (1 time 
efter reaktionen startede) til rødligt brunt (efter endt reaktion). Efter reaktionen var noget bundfald 
tilbage i kolben. Dette blev ikke kvantificeret, men der var tydeligt mere i andet forsøg end i første. 
Slyngning ved 4000 rpm i 30 minutter gav nogen bundfældning i begge synteseforsøg. Disse blev 
ikke kvantificeret, men der var tydeligt mere i første forsøg end i andet.
De fotospektrometriske undersøgelser viste ikke det forventede absorptionsmaksimum ved 570nm 
bølgelængde, men i stedet en gradvis stigning hen imod de lavere bølgelængder (se Illustration 3).
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 Den laveste målte bølgelængde var 340nm og havde højeste absorption. En analyse af 
ascorbinsyreopløsningen viste ikke det samme mønster for absorption.
Atom absorptions-spektrometrisk analyse viste en koncetration af kobber på 5833,785mg Cu/L i 
første forsøg og 667,045 mg Cu i andet forsøg. Den kendte koncentration på 1000mg Cu/L viste i 
analysen 1009,4 mg Cu/L.
Ved tilsætning af nanokobber partikler til en opløsning af tris-stabiliseret MEM med 10% 
føtalkalveserum og 1% penicillin. (salt- og næringsstofholdigt medie der bruges til at skabe gode 
vilkår for celler under forsøg – se evt. metode: COMET assay) skete ingen synlig udfældning.
Diskussion
Det havde ifølge artiklen (Xiong et al 2011), der beskrev syntesemetoden været at forvente at et 
absorptionsmaksimum var at finde ved 570nm. Dette var dog ikke tilfældet i nogen af de 
fotospektrometriske undersøgelser. Mulige forklaringer på dette er at der er foregået en oxidation. 
Nano kobberoxid har et absorptionsmaksimum ved 320nm, hvilket kunne passe med spektrene. 
Forsøgene var dog designet til at påvise maksimummet ved 570nm og rakte kun ned til 340nm. 
Andre materialer skulle have været brugt for at analysere under 340nm. Oxidationen kan være 
foregået med ilt fra atmosfæren. Selv i andet forsøg var der trods den beskyttende atmosfære under 
reaktionen en eksponering for ilt under oparbejdelsen til fotospektrometiske analyser og under 
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Illustration 4:Kobber  
nanopartikel med oxideret overflade. Kilde:  
Mudunkotuwa et al 2012
Illustration 3:Uv/vis photospektrometrisk analyse af  
nanokobberopløsningen der blev anvendt til COMET assay
34
1
36
4
38
7
41
0
43
3
45
6
47
9
50
2
52
5
54
8
57
1
59
4
61
7
64
0
66
3
68
6-0,1
0,1
0,3
0,5
0,7
0,9
1,1
1,3
1,5
slyngningen. Da kobber er relativ villig til at oxidere under tilstedeværelse af ilt er det givetvis det 
der er sket. Partiklerne må forventes at være af rent kobber i kernen, men med en oxideret 
overflade.  En anden mulighed er at Cl rester fra reaktionen har lagt sig på overfladen af partiklerne, 
hvilket fører til at absorptionsmaksimummet ved 570nm ikke ses (Dadgostar et al 2011). 
Eftersom partiklerne er så villige til at oxidere er det at forvente at de vil være oxiderede i (så godt 
som) ethvert tænkeligt eksponeringsscenarie. Oxidationen er sket på under 30 minutter. Studer et al 
(2010) beskriver metalliske kobber nanopartikler som så hurtige til at oxidere at de bryder i brand 
ved mødet med atmosfærisk luft. Kobber nanopartiklerne vil i sidste ende blive oxideret hvis de 
befinder sig i et iltet miljø (Mudunkotuwa et al 2012). De kan dog ifølge Mudunkotuwa et al (2012) 
have forskellige egenskaber alt efter hvor fremskredent oxidationen er, og kan interagere forskelligt 
med andre stoffer. Her vil de fremstillede kobber nanopartikler blive diskuteret uden større 
adskillelse med den litteratur der findes for CuO nanopartikler, da den primære reaktionsflade 
(overfladen) er af kobberoxid.
De øvrige egenskaber beskrevet i artiklen for syntesen (Xiong et al 2011) forudsættes i det videre 
forløb at være som beskrevet i artiklen. Den af egenskaberne der har direkte relevans for forsøgene 
er partikelstørrelsen.  Det antages at den gennemsnitlige partikelstørrelse ligger omkring 2 nm. 
Bundfældningen i andet synteseforsøg var dog højere end i første, hvilket eventuelt kan tyde på at 
ascorbinsyren ikke har været ligeså effektiv til at bremse udviklingen af kernerne. Ifølge Xiong et al 
(2011) er den forventede mekanisme at dehydroascorbinsyre bremser væksten af nanopartiklerne. 
Dehydroascorbinsyren opstår ved oxidering af ascorbinsyre og kan derfor tænkes at være tilstede i 
mindre udpræget grad i fraværet af ilt. Dog er det også gennem oxidation af kobberet at 
dehydroascorbinsyren dannes og denne dynamik berøres ikke af argon atmosfæren. Højere 
koncentration af ascorbinsyre viste sig at give mindre partikler (Xiong et al 2011) og da 
ascorbinsyren både bruges som reduktant og som antioxidant, kan det forventes at Argon 
atmosfæren har sænket behovet for ascorbinsyre som antioxidant og dermed at påvirkningen må 
være den samme som ved en højere ascorbinsyrekoncentration. Udfældningen af partikler må så 
forklares ved dannelsen af agglomerater, som nanokobber er kendt for (Buffet et al 2011). 
Partikelstørrelsen ville således være lig med eller mindre end 2nm. Konfiguration af partiklerne 
forventes ligeledes at være som beskrevet i artiklen (face centrered cube), da mekanismerne for 
dannelsen af kobber nanopartiklerne ikke har ændret sig på grund af argon atmosfæren. Andre 
egenskaber, som zeta potentiale forventes også at være de samme, men bliver ikke brugt som 
forklaringsfaktor i de øvrige forsøg og er derfor ikke af betydning i denne rapport.
Koncentrationerne i det færdige produkt var forskellige med en faktor på næsten 9, hvilket er meget 
stort. Som nævnt ovenfor kan dannelsen af agglomerater,der bundfældede eller blev slynget ud have 
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betydning for dette. Jo højere tendens til dannelse af agglomerater jo lavere koncentration efter 
reaktion og slyngning. Mudunkotuwa et al (2011) har vist at nyere metalliske nanokobber partikler 
har højere tendens til at danne agglomerater end ældre (læs: mere oxiderede) og end 
nanokobberoxid partikler. Det er i god overensstemmelse med resultaterne, der viste at 
nanokobberet dannet under beskyttet atmosfære (Ar) dannede agglomerater mere villigt end 
nanopartikler syntetiseret under atmosfærisk luft. 
Rresultaterne fra atomabsorptionsspektrometrisk undersøgelse gav god overensstemmelse mellem 
prøverne indenfor hver af de undersøgte kategorier, men koncentrationen af en kendt opløsning 
(1000mg/L) var en del for høj i forhold til hvad den beregnede værdi forudsage. Der var en 
diskrepans på lidt over 9%, hvilket er ret højt. Det kan betyde at koncentrationerne der bliver nævnt 
er for høje. Det er dog ikke muligt at beregne hvor meget for høje de er, da der ikke er en lineær 
sammenhæng mellem absorbans og koncentration (se evt Metode) og forskydningen er større ved 
høje koncentrationer. Derfor arbejdes der i de videre forsøg ud fra antagelsen at koncentration af 
nanopartiklerne fra syntese 2 er korrekte. Dog skal der tages forbehold for at de er upræcise og 
direkte sammenligninger med effekten af andre koncentrationer kan være problematisk. Det er 
sådanne sammenligninger dog generelt, da mange faktorer spiller ind. En ny serie af 
atomabsorptionsforsøg kunne med fordel laves for at øge præcisionen af beregningen af 
koncentrationen.
Nanokobberet holdt sig fint i suspension i Tris-stabiliseret MEM (med 10% føtalkalveserum og 1% 
penicillin) over længere tid og der er derfor ingen problemer med at lave mellemblandinger i dette 
medie til brug i COMET assay. (se evt Metode -COMET).
Delkonklusion:
-De syntetiserede nanopartikler (~2nm, fcc) er oxiderede på overfladen, men har en kerne af 
metallisk kobber. Den oxiderede overflade har den effekt at det forventede absorptionsmaksimum 
ved 570nm ikke ses. 
-Nanokobberet forblev i suspension i det medie der blev anvendt til eksponeringen (tris-stabiliseret 
MEM med 10% føtalkalveserum og 1% penicillin).
-Koncentrationen af det anvendte nanokobber var ~667mg Cu/L i opløsningen efter reaktionen og 
slyngning ved 4000rpm.
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Exponeringsforsøg på celler
Der blev gennemført COMET assay og en lille kvalitativ test, i hvilken celledeling blev tilstræbt.
Resultater
Første COMET assay
Den negative kontrol gav en gennemsnitlig ”tail intensity” på 53,24%
Den positive kontrol gav en gennemsnitlig ”tail intensity” på: 83,52%
Cellerne hvor nanokobber var tilføjet i første COMET assay kunne ikke kvantificeres, da der ikke 
var nogen betydelig dannelse af de typiske ”Cometer”, altså cellekerner med DNA tråde trukket ud i 
agarosen. Til gengæld var der mange mindre enheder, der var runde og betydeligt mindre end 
cellekerner. Der blev logført observationer for hvert af de slides der ikke kunne kvantificeres ved 
fotografisk analyse. Observationerne var:
0,22347mg/L: celler ser meget kondeserede ud, få Cometer, nogen tåge.
0,44694mg/L: ingen Cometer, ingen perler, mange småklatter og en del tåge
1,78777mg/L: ingen cometer, få perler, en del småklatter og en del tåge
4,46942mg/L: ingen cometer, mange perler, nogle småklatter og nogen tåge
8,93885mg/L : ingen cometer, næsten udelukkende perler, få småklatter,  næsten ingen tåge
22,34712mg/L: næsten kun perler, ofte i grupper (clusters)
(Bemærk: koncentrationer i mg/L)
Andet COMET assay
Den negative kontrol var på et acceptabelt niveau, med 7,83% tail intensity som gennemsnit for tre 
prøver. Den positive kontrol var tydeligt højere end nogen af de andre og lå på 78,2% tail intensity. 
For de forskellige koncentrationer af nanokobber var der en svag tendens til at højere 
koncentrationer gav større effekt. To værdier var signifikant højere (dobbeltsidet t-test med 95% 
konfidensinterval), nemlig 67,04µg/L og 335,21µg/L. Dog var værdien imellem dem (167,6µg/L) 
hverken højere end gennemsnittet af den negative kontrol eller signifikant forskellig.
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Count
Neg Kontrol 50 1,22 18,01 9,59
Neg Kontrol 50 0,93 17,02 8,20
Neg Kontrol 50 0,59 15,85 5,70
Gnms Neg K 0,91 16,96 7,83
Pos kontrol 50 21,82 49,99 78,20
0,67 50 0,86 16,16 6,92
6,70 50 0,81 15,65 7,60
67,04 50 2,40 19,18 15,04
167,60 50 1,05 17,79 7,40
335,21 50 3,03 20,56 18,79
Koncentration 
(reel) µg/L
Mean Tail 
Moment
Mean Tail 
Length
Mean % Tail 
Intensity
Tabel 1:resultater fra andet COMET forsøg (bemærk koncentration i µg/L)
Derudover blev en prøve præpareret med 6704,1µg/L uden celler. Der blev observeret enkelte 
mindre stykker DNA, men ingen af de kendetegn der karakteriserede de andre prøver.
Tredje COMET assay
Den negative kontrol gav 5,87% tail intensity (gennemsnit af 3 replikater), hvilket er et lavt niveau. 
Den positive kontrol gav 66,67% tail intensity (gennemsnit af 3 replikater).Alle tre parametre der 
blev målt (tail moment, tail length og tail intensity) gav højere udslag ved højere koncentration af 
nanokobber (se tabel 2).
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,52 13,44 5,41
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,64 14,28 6,55
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,63 14,53 5,64
0,59 14,08 5,87
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 15,37 44,83 61,57
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 19,56 51,67 66,60
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 19,06 51,21 71,22
18,00 49,24 66,47
63,55 50 0,94 17,08 7,31
63,55 50 0,66 16,33 6,26
63,55 50 1,29 15,93 9,70
0,96 16,45 7,76
1588,66 50 1,27 18,05 9,27
1588,66 50 1,82 19,41 10,21
1588,66 50 1,16 17,20 9,67
1,42 18,22 9,72
6354,63 35 1,93 18,63 11,22
6354,63 50 2,03 20,27 11,98
6354,63 50 2,88 22,66 14,47
2,28 20,52 12,55
19063,89 50 3,26 22,86 17,77
19063,89 50 4,17 23,28 23,21
Heading 1
Koncentration 
(reel) µg/L Count
Mean Tail 
Moment
Mean Tail 
Length
Mean % Tail 
Intensity
1µM Cu
1µM Cu
1µM Cu
25µM Cu
25µM Cu
25µM Cu
100µM Cu
100µM Cu
100µM Cu
300µM Cu
300µM Cu
Tabel 2:Resultater fra tredje COMET assay
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Alle prøver udsat for nanokobber havde højere værdier end den negative kontrol, og for alle 
undtaget den laveste koncentration (1µM, 63,55µg/L) var forskellen signifikant (tosidet t-test med 
forskellig varians).
Kvalitativt forsøg med celler i varmeskab
De 3 prøver med celler fra andet COMET forsøg der under eksponering for 6704,1µg/L kobber 
nanopartikler blev stillet i varmeskab kunne ikke kvantificeres, men i alle prøverne var små runde 
stykker DNA tilstede. Der var ikke som sådan nogen iøjenfaldende forskel mellem de to 
tidsintervaller (24 timer og 48 timer) med hensyn til antallet af disse runde stykker DNA. Dog var 
der generelt færre celler og flere bakterier i den prøve der blev udsat i 48 timer.
Diskussion til eksponeringsforsøg
De små runde DNA stykker der blev observeret i COMET forsøg 1('perler') kan enten være 
mikrokerner, der udskilles ved deling af cellen eller rester af hele celler, der er døde ad apoptose 
vejen. At der i den kvalitative undersøgelse med celler i varmeskab ikke var en betydelig forskel 
mellem 24 timer og 48 timer i antallet af disse kerner peger imod apoptose frem for 
mikrokernedannelse. Mikrokernedannelse ville skulle give flere mikrokerner over tid. Dog kan både 
stokastiske faktorer have spillet en stor rolle, da der ikke var replikater og koncentrationen kan have 
været for høj, så cellernes muligheder for at dele sig blev begrænset stærkt. At der i COMET forsøg 
1 blev fundet mange af disse 'perler' selv ved ret lave koncentrationer og at der ved højere 
koncentrationer udelukkende blev fundet DNA i denne type understøtter yderligere forestillingen 
om at det er apoptose frem for mikrokernedannelse, der er den primære mekanisme bag dette 
fænomen. Mikrokerner dannes ud fra celler, der deler sig.  Apoptose indebærer at cellen i sin helhed 
ophører med at eksistere og opløses i mindre dele. Dosis-respons forholdet for hvornår apoptose 
sætter ind kan ikke udledes fra disse resultater, da apoptose forekom i lave koncentrationer i 
COMET forsøg 1 og ikke forekom ved højere koncentrationer end disse i både COMET forsøg 3. 
Apoptose var allerede ogserverbar ved 4469µg/L og stærkt udbredt ved koncentrationen 140,67 µM 
(8938,85µg/L) i COMET forsøg 1, men forekom ikke i nær samme omfang ved koncentrationer på 
300µM (19064µg/L) i COMET forsøg 3. Grunden til at apoptosen satte ind ved lavere 
koncentrationer var givetvis cellernes tilstand. At cellerne har været dårlige kan ses af de meget høje 
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værdier for testparametrene (tail intesity 53,24%, tail moment 12 og tail length 39 i gennemsnit). 
Derfor ville det være af stor interesse at finde grænseværdien for hvornår apoptose sætter ind i mere 
levedygtige celler. Det er dog værd at bemærke (i første COMET assay) at hverken den negative 
kontrol eller den positive kontrol udviste apoptose og apoptosen derfor må sættes i forbindelse med 
nanokobberet. Dette kunne også indikere at apoptosen bliver udløst af nanokobberet når der er 
andre stressorer i spil for cellerne. At nanokobber kan udløse apoptose er også kendt fra litteraturen. 
Xu et al (2012) finder for eksempel at nanokobber forårsager apoptose i leverceller, hovedsageligt 
gennem stigende niveauer af ROS (reactive oxygen species – stærkt oxiderende stoffer). Sun et al 
(2012) rapporterer tegn på, at der forekommer apoptose i cellekulturer af menneskelige lungeceller 
(A549).
Alle tre parametre i COMET assay (tail intesity, tail moment og tail length) viser samme tendens og 
i diskussionen herunder vil tail intensity blive brugt som udtryk for hvor stor skade der er sket på 
DNA.
Resultaterne fra forsøgene viser, at der sker en signifikant beskadigelse af DNA i cellerne allerede 
ved meget lave koncentrationer. I COMET forsøg 2 var der en signifikant forskel mellem 67µg/L og 
de negative kontroller. Problematisk er dog at en højere koncentration (167µg/L) ikke gav en 
signifikant forskel. Det kan delvist skyldes tilfældigheder, der vil have stor betydning, da der ikke 
blev gennemført tredobbelt bestemmels i COMET forsøg 2. Spørgsmålet vil dog være hvilken af de 
to værdier er atypisk. Lavere koncentrationer (6,7µg/L eller derunder) gav ingen signifikant forskel, 
hvorimod højere koncentrationer (335µg/L) tydeligt gjorde. I tredje COMET assay gav 
koncentrationen 64µg/L en højere, men ikke signifikant værdi for tail intensity. Næste målte 
koncentration i tredje COMET assay var 1589µg/L, der var signifikant højere. Alle koncentrationer 
derover var ligeledes signifikant højere (tosidet t-test med 95% konfidensinterval). Derfor må det 
konkluderes at der med sikkerhed er signifikant beskadigelse af DNA når koncentrationen er i 
størrelsesordenen af nogle hundrede µg nanoCu/L. Dosis-respons sammenhængen er dog ikke til at 
etablere præcist ud fra denne undersøgelses resultater. Illustration 5 herunder viser hvordan 
sammenhængen mellem dosis af nanokobber og den målte tail intesity er. Figuren har en 
logaritmisk skala på x-aksen og derfor ser den lineære regression ud som om den var eksponentiel. 
Det er værd at bemærke at R2 coefficienten er 0,537 og dermed at kun 53,7% af den observerede 
variation kan forklares ud fra regressionen (se evt Fowler et al 1998).
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Bruges kun data fra COMET forsøg 3 er regressionen meget stærkere (over 80%, se illustration 6). 
Det skyldes til dels at der tages mindre af den tilfældige variation med i regressionen, der 
forekommer ved koncentrationer under den formodede laveste koncentration for effekt fra Cu 
nanopartiklerne. 
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Illustration 5: Forholdet mellem koncentrationen af nanoCu (µg/L) og tail intensity (%). Den  
indsatte linje er en lineær regression med formel og R2 coefficient øverst i venstre hjørne.
Sammenlignet med data fra litteraturen er koncentrationerne lave. To studier vil blive fremhævet til 
en sammenligning. Det ene er Karlsson et al (2009) der ved et COMET assay fandt at der var en 
signifikant effekt på tail intensity af  A549 celler (menneskelige lungeceller) ved 40000µg/l i 4 
timer. Koncentrationen er meget højere end de koncentrationer der viste effekt i dette projekts 
undersøgelser. En del af forklaringen er sandsynligvis den kortere eksponeringstid (4timer frem for 
24 timer). En anden del af forklaringen kunne være nanopartiklernes størrelse (28nm i Karlsson et 
al 2009 modsat ~2nm i dette projekt). Da kobber i nanostørrelse giver større toksisk effekt end 
kobber i mikrostørrelse er det nærliggende at overveje at mindre nanokobber partikler vil have 
større effekt end større nanopartikler. Der findes (forfatteren bekendt) ingen andre undersøgelser af 
nanopartikler i størrelsen ~2nm. En undersøgelse af Jose et al (2011) af kobber nanopartikler af 
størrelsen ~4nm indikerer at DNA beskadiges signifikant allerede fra 50µM (~3200µg/L) CuNP (4 
timers eksponering) på E. coli. Denne koncentration er tættere på de koncentrationer der formodes 
at være relevante i dette projekt. Dette kunne tolkes som en indikation på at partikelstørrelse 
indenfor nanoskalaen også har betydning. Denne tolkning skal dog tages meget forsigtigt, da de 
celler der er blevet undersøgt stammer fra dyr med forskellig tolerance overfor kobber. Bakterier er 
mere følsomme end fisk og fisk er mere følsomme end pattedyr (se ovenfor Kobber toxicologi).
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Illustration 6:Dosis-respons kurve for nanokobber, lineær regression for data fra COMET 
assay forsøg 3
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Skulle der være rester af ascorbinsyren i nanopartikel opløsningen burde de fungere som 
antioxidant og dermed sænke den genotoksiske effekt, som i litteraturen primært er sat i forbindelse 
med ROS og oxidativ stress. Derfor må det konkluderes, at nanokobberet har en stærk genotoksisk 
effekt. 
Delkonklusion:
-Apoptose blev udløst af nanokobber i svækkede celler ved koncentreationer ned til 4,5 mg/L. 
Celler der ikke var svækkede kunne dog tåle op til 19mg/L uden at apoptose forekom i 
nævneværdig grad. 
-Nanokobber af den testede type udviste høj genotoksisk effekt overfor hudceller af karpe. 
-Signifikant genotoksisk effekt opstår ved nanokobber concentrationer på få hundrede µg Cu/L, og 
muligvis ved under 100µg Cu/L. 
Opsamlende diskussion / konklusioner
For nanomaterialers vedkommende er der en udbredt konsensus i den lovgivende del af EU om at 
reguleringen kan varetages i de enkelte områder af regulering, der allerede eksisterer. 
Nanomaterialer betragtes ikke som medførende en anderledes type risiko end andre kemikalier. No 
data- no market princippet er ikke taget i anvendelse for nanomaterialer, fordi dets definition af et 
nyt kemikalie er bundet op på den kemiske sammensætning (der ofte ikke er ny i nanomaterialerne). 
I hvert af reguleringsområderne der blev analyseret var den primære konklusion at 
risikovurderingsmetoderne ikke var passende (i det mindste for nogle typer nanomaterialer). 
Forestillingen om at risikovurderingsmetodikken blot skal tilpasses i hvert af reguleringens områder 
er i forlængelse af beslutningen om at nanomaterialer ikke i sig selv udgør en anderledes risiko end 
kemikalier. Forestillingen om at nanoteknologi (der er meget mere omsiggribende end 
nanomaterialer) skal spille en stor rolle i fremtidens EU (og verden) gør at der er stor uvilje imod at 
regulere ud fra forsigtighed på et generelt plan (læs: for alle nanomaterialer som helhed). Dog er der 
en generel anerkendelse af at nanomaterialer kan være farlige (og som nævnt at vi ikke på 
nuværende tidspunkt kan være sikre på at kunne vurdere de risici der er forbundet med dem). 
Derfor er reguleringen indtil videre begrænset til vage krav om selvregulering (REACH), mærkning 
(kosmetik og fødevarer) og frivillig selvregulering (alle områder). 
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Arbejdet med at skabe en brugbar definition af nanomaterialer besværliggøres af at hvert 
reguleringsområde selv laver en definition af nanomaterialer. 
At reguleringen er baseret på governance har både positive og negative aspekter. På den ene side er 
det et problem at beslutninger lægges ud i et netværk af interessenter, fordi reguleringen dermed 
kan komme til at afspejle de mest ressourcestærke interessenters ønsker i stedet for almenvellet 
(hvordan det end måtte defineres). På den anden side gør governance strukturen også at forskellige 
holdninger har mulighed for at blive taget op til diskussion i netværket løbende, hvor en klassisk 
government tilgang måske kunne betyde at beslutninger var uomtvistelige (i hvert fald på kort sigt).
Både mennesker og andre organismer må forventes at blive eksponeret for nanokobber.
Nanokobber er mere toksisk end mikrokobber. Dog mindre toksisk end opløst kobber.
Nanokobbers toksicitet er delvist forklaret ved frigivelse af kobberioner. Dog er kobberioner ikke 
den eneste forklaring og selve nanopartiklen har en toksicitet, der endog giver en anderledes effekt 
end ionerne.
Nanokobber er cytotoksisk. Dette er muligvis blandt andet på grund af nanokobberets påvirkning af 
cellemembraner. Både mitochondriers membraner og cellens ydre membran bliver påvirket. En 
mulig effekt er forringet mulighed for osmoregulering.
Nanokobber forårsager DNA skader. Mekanismen for beskadigelse af DNA er hovedsageligt 
dannelse af ROS (en klasse stærke oxidanter). De dele af DNAet, som beskadiges, er i højere grad 
end for kobber ioners vedkommende ansvarlige for funktioner i stofskifte. 
Nanokobbers elektriske egenskaber kan påvirke nerveceller. Nanokobber kan føre til uventede 
effekter for hele organismen, som infektion af fordøjelseskanalen (i Dafnier).
Interaktioner med stoffer i naturlige medier er komplekse og kan både øge nanokobberets toksicitet 
eller sænke dets toksicitet.
Struktur og overflade på eksponerede organismer kan have afgørende betydning for nanokobbers 
toksicitet og kan give en betydelig forskellig effekt fra kobberioner.
De syntetiserede nanopartikler (~2nm, fcc) er oxiderede på overfladen, men har en kerne af 
metallisk kobber. Den oxiderede overflade har den effekt at det forventede absorptionsmaksimum 
ved 570nm ikke ses. Nanokobberet forblev i suspension i det medie der blev anvendt til 
eksponeringen (tris-stabiliseret MEM med 10% føtalkalveserum og 1% penicillin). Koncentrationen 
af det anvendte nanokobber var ~667mg Cu/L i opløsningen efter reaktionen og slyngning ved 
4000rpm.
Apoptose blev udløst af nanokobber i svækkede celler ved koncentrationer ned til 4,5 mg/L. Celler 
der ikke var svækkede kunne dog tåle op til 19mg/L uden at apoptose forekom i nævneværdig grad. 
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Nanokobber af den testede type udviste høj genotoksisk effekt overfor hudceller af karpe. 
Signifikant genotoksisk effekt opstår ved nanokobber concentrationer på få hundrede µg Cu/L, og 
muligvis ved under 100µg Cu/L. 
 
Mulighederne for at vurdere de risici der er forbundet med nanokobber besværliggøres af at det 
endnu er uklart hvilke kategorier der bør arbejdes ud fra, og overfladebehandlinger m.m. kan have 
stor betydning. Derudover er der mekanismer som fysisk interaktion med organismers overflade, 
der ellers ikke er af stor betydning.
Nanokobber anvendes i en lang række produkter og falder derfor under reguleringen i forskellige 
områder. At der ikke er klare kategorier for hvilke typer nanokobber der bør betragtes som værende 
en kategori bliver måske særligt problematisk når risikovurderinger skal overføres fra et 
reguleringsområde til et andet. Definitionen af nanomaterialer (f.eks. modsat nano structured 
materialer som i REACH eller modsat vandopløselige nanomaterialer i kosmetik) kan tænkes at 
berede problemer.
Nanokobber bør risikovurderes særskilt fra kobber i mikrostørrelse og fra kobber i opløst form. Ikke 
blot fordi der er forskellig stærk toksisk effekt, men fordi mekanismerne er forskellige. Derudover 
er der sandsynligvis også forskellige effekter nanokobber partikler imellem og det vil være 
nødvendigt at risikovurdere og regulere disse særskilt. 
Det bliver tydeligt - ud fra både litteraturen og den indsamlede empiri fra dette projekt - at 
nanokobber ikke har samme egenskaber som hverken mikrokobber eller kobber ioner. Derudover 
tolkes det ud fra resultaterne, der er præsenteret her, som at forskellige størrelser af nanokobber har 
forskellig effekt. Det betyder at nanokobber endnu ikke er velbeskrevet og at der som minimum 
burde foretages en fyldig risikovurdering for en bestemt partikeltype. Dertil burde der undersøges 
hvilke størrelser, der har sammenlignelige effekter og kan kategoriseres og behandles sammen. Ud 
over partikelstørrelse kan oxidationstilstand og konfiguration af partiklerne spille en betydelig rolle.
Nanokobber har giftige effekter og adlyder ikke de samme mekanismer, som opløst kobber eller 
mikrokobber. Derfor må firmaer, der bruger nanokobber, på det stærkeste opfordres til at leve op til 
de forpligtelser, de har med henblik på registrering i REACH og med henblik på en ansvarlig 
omgang med nanomaterialer. Især kosttilskud burde med det samme fjernes fra markedet, da de 
toksiske effekter endnu ikke er fuldt forståede. Anvendelse i andre produkter i direkte kontakt med 
mennesker burde også genovervejes. Det til trods har nanokobber alligevel nogle spændende 
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egenskaber og kan have stor værdi i anvendelse. Hvis forskellige typer nanokobber på en case-by-
case basis kunne undersøges med henblik på brugen i bestemte områder, ville det både kunne skabe 
viden og nye produkter.
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Perspektivering
Alt i alt er det en massiv arbejdsbyrde der er i vente for at reguleringen af nanokobber kan leve op 
til EU's mål om sikker nanoteknologi (fp7). Tænkes der på nanosølvs skæbne i reguleringen kan det 
forventes at der vil gå mange år. Nanosølv forventes først at blive registreret i REACH i 2018, 
selvom det allerede har været brugt i en lang årrække ( Malkiewicz 2011).
At nanokobber vil blive brugt i stigende grad fremover er der dog næppe nogen tvivl om.
Så reguleringen er måske generelt ved at spille fallit. Grunden til at nanokobber er ved at blive brugt 
i mange af de antibakterielle applikationer er ikke kun, fordi kobber er billigere end sølv, men også 
at den massive brug af nanosølv flere steder (eks. Tyskland) har mødt kraftig modstand. Efter et 
stigende antal indikationer for skadelige virkninger og manglende forståelse for livscyklus og 
økotoksikologi for nanosølv er det blevet taget lidt tilbage. Det er eventuelt (det)den effekt, der 
gentager sig for nanokobber nu. Så må man spørge, hvor forsigtighedsprincippet er henne i 
europæisk regulering. 
At de risici der er forbundet med nanomaterialer, som i dette tilfælde nanokobber, ikke kan vurderes 
tilstrækkeligt og at nanokobber (og mange andre nanomaterialer) ikke kan påvises i naturen er 
fuldstændigt uacceptabelt i lyset af de mange anvendelsesområder og det forventede omfang af 
anvendelsen. Det er uacceptabelt både ud fra almene standarter og ud fra EU´s egne formulerede 
mål og forventninger.
Få år efter indførelsen af REACH sendte stærke signaler om at kemikaliereguleringen ville få en 
afgørende omstrukturering i retning af en mere sikker retning, med højere prioritet til langsigtet 
velfærd frem for kortsigtet velstand, må man stille spørgsmålet om det var visioner eller 
bagklogskab. Har vi lært af de dårlige erfaringer omkring reguleringen af nye stoffer, som vi er klar 
over vi ikke har fuld viden om, eller vil vi stadigt famle i blinde indtil vi er helt sikre på at noget er 
farligt? Blev vi grådige da vi hørte om alle de fantastiske muligheder nanoteknologien kan give os i 
fremtiden, eller blev vi bare overrasket af at vi lige pludseligt bevægede os ind i en verden hvor 
tingene fungerer lidt anderledes da vi sneg os ned til nanoskalaen?
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Appendiks 1, data fra forsøg
Atom absorptionsspektrum data
Lampe: 0,4 mA, bølgelængde 324,8nm
Flamme: 10L luft/minut, 1,5L acetylen/minut
Kalibrering: opløsninger af 4 kendte koncentrationer: 0,1 mg/L, 0,5mg/L, 5mg/L, 10mg/L. 
Algoritme til omregning fra absorption til concentration: Absorption= -0,00040 x koncentration x 
koncentration + 0,06042 x koncentration + 0,00019
r= 1,0000
Nanokobber fra første syntese 1: 5668,24 mg Cu/L
Nanokobber fra første syntese 2: 5999,33 mg Cu/L
Nanokobber fra anden syntese 1: 682,60 mg Cu/L
Nanokobber fra anden syntese 2: 651,49 mg Cu/L
kendt koncentration (1000 mg/L): 1094,24 mg/L
Nanokobber fra første syntese gennemsnit= ( 5668,24+ 5999,33)/2= 5833,785 mg Cu/L
Nanokobber fra anden syntese gennemsnit =(682,6+651,49)/2 = 667,045 mg Cu/L
Kobbers molekylvægt er 63,5463 g/mol 
Dermed er opløsningen fra anden syntese= 0,01055 mol/L (M) =
Den maksimale teoretiske koncentration var 0,1M
De reelle koncentrationer der blev anvendt til forsøgene er dermed omtrent 10 gange mindre (
 end den højest forventede koncentration. (Se tabellen nedenfor)
Tore Steenberg Reyhe
reel (µM) højest forventede
105,5 1000 9,478672986
5,275 50 9,478672986
2,6375 25 9,478672986
1,055 10 9,478672986
0,1055 1 9,478672986
0,01055 0,1 9,478672986
Tabel 3:Reelle kobberkoncentrationer og  
højest forventede kobberkoncentrationer i  
Comet forsøg 2
Uv-Vis photospektrometri data
Første analyserække
CuNP001: 0,2 M ascorbinsyre i ionbyttet vand.
CuNP002: Kobber nanopartikler fra første synteseforsøg, fuld styrke af stamopløsning
CuNP003:  Kobber nanopartikler fra første synteseforsøg fortyndet 5 gange
CuNP004:  Kobber nanopartikler fra første synteseforsøg fortyndet 25 gange
CuNP005:  Kobber nanopartikler fra første synteseforsøg fortyndet 50 gange
CuNP006:  Kobber nanopartikler fra første synteseforsøg fortyndet 500 gange
Anden analyserække
CuNano01: Kobber nanopartikler fra andet synteseforsøg, fortyndet 5 gange
CuNano02:  Kobber nanopartikler fra andet synteseforsøg, fortyndet 15 gange
Comet Assay Data
Noter til første forsøgsrække
I noterne betegner ”Cometer” celler med skadet DNA (se evt COMET metode), ”perler” betegner 
runde stykker DNA meget mindre end celler, ”småklatter” er endnu mindre stykker DNA uden 
konsistent form, ”tåge” betegner generelt rødligt skær der sandsynligvis resulterer fra løse strenge 
DNA.
3,52 µM (223,47µg/L): celler ser meget kondeserede ud, få Cometer, nogen tåge.
7,03 µM (446,94µg/L): ingen Cometer, ingen perler, mange småklatter og en del tåge
28,13 µM (1787,77µg/L): ingen cometer, få perler, en del småklatter og en del tåge
70,33 µM (4469,42µg/L): ingen cometer, mange perler, nogle småklatter og nogen tåge
140,67 µM (8938,85µg/L) : ingen cometer, næsten udelukkende perler, få småklatter,  næsten ingen 
tåge
351,67 µM (22347,12µg/L): næsten kun perler, ofte i grupper (clusters)
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Noter til anden forsøgsrække
Samme jargon som ovenfor.
Ren Nanokobberopløsning 105,5µM uden celler: Småklatter og en enkelt perle.
0,0105 µM: Flest hele celler, meget få cometer
0,1055µM: flest hele celler, få cometer.
1,055µM: Nogle Cometer og mange hele celler. Evt let tendens til at kernen trækkes ud i modsat 
retning.
2,6375µM: Nogle cometer og mange hele celler.
5,2750µM: En del cometer og en del hele celler
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Count
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 25,52 56,00 83,54
Pos kontrol Pos kontrol 50 25,85 58,35 83,49
25,69 57,18 83,52
3,5167 223,4712 19 8,78 25,05 40,75
7,0333 446,9423 14 5,44 25,64 30,36
28,1333 1787,7692 16 5,86 27,33 14,19
70,3333 4469,4231 50 0,11 5,65 3,11
140,6667 8938,8462 6 3,47 38,86 12,70
351,6667 22347,1155 11 14,20 39,83 34,03
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 9,17 35,39 42,56
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 13,18 42,38 54,61
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 13,51 39,06 62,55
11,95 38,95 53,24
Koncentra-
tion (reel)µM
Koncentration 
(reel)µg/L
Mean Tail 
Moment
Mean Tail 
Length
Mean % Tail 
Intensity
 
Tabel 4:Comet assay resultater fra første forsøgsrække
Tredje forsøgsrække
Tredje forsøgsrække er gennemført af Klara Jensen efter samme procedure som første og anden 
forsøgsrække.
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Count
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 1,22 18,01 9,59
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,93 17,02 8,20
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,59 15,85 5,70
Gnms Neg K Gnms Neg K 0,91 16,96 7,83
Pos kontrol Pos kontrol 50 21,82 49,99 78,20
0,0105 0,6704 50 0,86 16,16 6,92
0,1055 6,7041 50 0,81 15,65 7,60
1,0550 67,0413 50 2,40 19,18 15,04
2,6375 167,6034 50 1,05 17,79 7,40
5,2750 335,2067 50 3,03 20,56 18,79
Koncentration 
(reel) µM
Koncentration 
(reel) µg/L
Mean Tail 
Moment
Mean Tail 
Length
Mean % Tail 
Intensity
Tabel 5:Comet assay resultater fra anden forsøgsrække
Heading 1 Count F-test
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,52 13,44 5,41
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,64 14,28 6,55
Neg Kontrol Neg Kontrol 50 0,63 14,53 5,64
0,59 14,08 5,87 1
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 15,37 44,83 61,57
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 19,56 51,67 66,60
Pos Kontrol Pos Kontrol 50 19,06 51,21 71,22
18,00 49,24 66,47 0,00183806 2,7250E-005 0,030995368
1µM Cu 63,5463 50 0,94 17,08 7,31
1µM Cu 63,5463 50 0,66 16,33 6,26
1µM Cu 63,5463 50 1,29 15,93 9,70
0,96 16,45 7,76 0,196391 0,15347266 0,211137344
25µM Cu 1588,6575 50 1,27 18,05 9,27
25µM Cu 1588,6575 50 1,82 19,41 10,21
25µM Cu 1588,6575 50 1,16 17,20 9,67
1,42 18,22 9,72 0,00125053 0,00096226 0,753202657
100µM Cu 6354,63 35 1,93 18,63 11,22
100µM Cu 6354,63 50 2,03 20,27 11,98
100µM Cu 6354,63 50 2,88 22,66 14,47
2,28 20,52 12,55 0,01299563 0,00302116 0,225392012
300µM Cu 19063,89 50 3,26 22,86 17,77
300µM Cu 19063,89 50 4,17 23,28 23,21
300µM Cu 19063,89 50 3,07 22,58 16,40
3,50 22,91 19,13 0,02127416 0,00326991 0,054897388
Koncentration 
(reel) µg/L
Mean Tail 
Moment
Mean Tail 
Length
Mean % Tail 
Intensity
T-test, tosidet, 
forskellig varians
T-test 2side 
samme varians
Tabel 6:Comet assay resultater fra tredje forsøgsrække
Noter til kvalitativt forsøg med celler i varmeskab
Sideløbende med præpareringen af eksp 6 blev 3 prøver med 6704,1µg/L opløsning sat i varmeskab 
frem for køleskab for at give dem mulighed for at dele sig. To prøver blev undersøgt efter 24h, en 
efter 48. tegn på mikronukleation. Efter 48h var der betydeligt færre celler tilbage og mange 
stavbakterier. Stavbakterierne så også ud til at blive påvirket.
Tore Steenberg Reyhe
Appendiks 2 – udregninger
Udregninger af koncentration til eksponering af celler
Tore Steenberg Reyhe
Stamopløsning 10550
cu 5 mmol 0,1 M
vand 50 ml 100 mM
10550 µM
Fortynding i ml   !!!
reel koncentrationkoncentration opblandingsfaktor tilsat kobberopløsning tilsat andet medie endelig volumen 0 tjek volumen
Mellem1 fra stam 105,5 1000 µM 10,55 0,9478672986 9,0521327014 10 ml 10
De svageste blandinger laves ud fra mellembland  !!!!!µM
µM fortynding fra mellem
fraM1 5,275 50 µM 20 0,05 0,95 1 ml 1
fra M1 2,6375 25 µM 40 0,025 0,975 1 ml 1
Mellm2 fra M1 1,055 10 µM 100 0,05 4,95 5 ml 5
fra M2 0,1055 1 µM 10 0,1 0,9 1 ml 1
fra M2 0,01055 0,1 µM 100 0,01 0,99 1 ml 1
